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resumo 
Atualmente, as terapias anticancerígenas normalmente consistem 
na combinação de fármacos e também em outras abordagens 
terapêuticas como a radioterapia, a cirurgia, entre outras, contribuindo 
para um prognóstico mais favorável dos doentes com cancro, bem como 
para a melhoria da sua qualidade de vida. Em contrapartida, o aumento 
da eficácia clínica é acompanhado por uma elevada incidência de efeitos 
secundários graves. Os efeitos secundários da quimioterapia são uma 
das grandes limitações à sua utilização e a cardiotoxicidade é 
considerada um dos efeitos secundários mais graves da quimioterapia.  
Esta dissertação teve como objetivo avaliar e comparar a 
toxicidade da doxorrubicina (DOX), do 5-fluorouracilo (5-FU), da 
ciclofosfamida (CIC) e da sua mistura 
(Cyclophosphamide+Adriamycin+5-Fluorouracil, doravante designada 
CAF) em células H9c2 diferenciadas. Para tal, as células H9c2 
diferenciadas foram incubadas com DOX, 5-FU e CIC numa gama de 
concentrações entre 0-5 µM, durante 24 ou 48 horas. As células H9c2 
foram também expostas a concentrações de 10, 25 e 50 µM de 5-FU ou 
CIC, durante 48 horas. Além disso, as células H9c2 diferenciadas foram 
incubadas com a mistura CAF nas concentrações de 0,2; 1 ou 5 µM de 
cada fármaco durante 48 horas. Após o tempo de incubação, foram 
realizados os seguintes testes de citotoxicidade: teste de redução do 
brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) e o teste 
de incorporação do vermelho neutro. 
A DOX no teste de redução do MTT demonstrou causar 
citotoxicidade em todas as concentrações testadas, quando comparado 
com as células controlo, sendo esta citotoxicidade dependente da 
concentração e mais acentuada para o maior tempo de exposição. No 
teste de incorporação do vermelho neutro, a DOX provocou 
citotoxicidade significativa nas concentrações de 0,5; 1; 2,5 e 5 µM, 
quando comparado com o controlo, sendo a citotoxicidade dependente 
do tempo de incubação.  
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Relativamente ao 5-FU, após 24 horas de exposição observou-se 
citotoxicidade no teste de redução do MTT apenas na concentração de 5 
µM. Quando as células foram expostas 48 horas ao 5-FU, verificou-se 
citotoxicidade significativa nas concentrações de 0,5; 1; 2,5 e 5 µM, em 
comparação com o controlo. No teste de incorporação do vermelho 
neutro, apenas as concentrações 1; 2,5 e 5 µM de 5-FU causaram 
toxicidade às células H9c2 diferenciadas.  
Quando as células foram incubadas com 10, 25 e 50 µM de 5-FU, 
todas as concentrações testadas causaram citotoxicidade quer esta 
tenha sido avaliada pelo ensaio de redução do MTT, quer pelo ensaio de 
incorporação do vermelho neutro. No que diz respeito à CIC, no teste de 
redução do MTT e às 24 horas, apenas a concentração de 1 µM causou 
citotoxicidade significativa. Porém, às 48 horas de incubação, as 
concentrações de 0,13; 0,2; 1 e 5 µM causaram citotoxicidade quando 
comparado com as células controlo. No teste de incorporação do 
vermelho neutro não se verificaram diferenças significativas em nenhuma 
concentração ou tempos de exposição testados, quando comparado com 
o controlo. No entanto, quando as células H9c2 diferenciadas foram 
incubadas com 10, 25 e 50 µM de CIC verificou-se toxicidade quando 
esta foi avaliada pelo teste de redução do MTT; no entanto no teste de 
incorporação do vermelho não se verificaram quaisquer diferenças 
significativas nas células expostas a CIC, quando comparado com as 
células do controlo. No que diz respeito à combinação de fármacos, CAF, 
esta na concentração de 0,2 µM (de cada fármaco da mistura), causa 
citotoxicidade de acordo com ambos os testes realizados em células 
H9c2 diferenciadas, quando comparado com as células do controlo. De 
facto, a mistura na concentração de 0,2 µM causa citotoxicidade no teste 
de redução do MTT significativamente maior do que cada um dos 
compostos isoladamente, quando a citotoxicidade foi avaliada pelo teste 
de redução do MTT. No teste de incorporação do vermelho neutro, no 
entanto, não existem diferenças significativas nos níveis de incorporação 
do corante no interior das células entre a mistura e cada um dos fármacos 
incubados isoladamente. Quando as células foram incubadas com 1 ou 
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5 µM de CAF (de cada fármaco da mistura), verificou-se que a toxicidade 
observada no teste de redução do MTT não era significativamente 
diferente entre a mistura CAF e qualquer mistura que contenha DOX, ou 
mesmo a DOX isoladamente. Verificaram-se diferenças significativas 
apenas entre a mistura e a associação de 5-FU+CIC, e os fármacos 5-
FU e a CIC, isoladamente. 
Concluindo, a DOX, o 5-FU, a CIC e a CAF causam 
cardiotoxicidade em concentrações na ordem dos micromolar em células 
H9c2 diferenciadas, apesar dos valores encontrados serem diferentes 
consoante o teste de citotoxicidade utilizado. A DOX é o fármaco 
anticancerígeno mais tóxico no modelo celular utilizado, de acordo, com 
os dois testes de citotoxicidade realizados e parece contribuir de forma 
significativa para a toxicidade cardíaca da combinação CAF. 
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abstract 
 
Currently, the most common therapeutic approaches for cancer 
combine drugs and also use other procedures, such as radiation therapy 
and surgery, among others. The use of combined therapeutics 
contributes both to attain a better prognosis and to improve the quality of 
life for people living with cancer. Unfortunately, the increased clinical 
efficacy of combined approaches is accompanied by a higher incidence 
of severe side effects. In fact, the use of chemotherapy causes severe 
side effects, which are major limitations for its use and with cardiotoxicity 
being considered one of its most serious adverse effects. 
This dissertation aimed to evaluate and compare the toxicity of 
doxorubicin (DOX), 5-fluorouracil (5-FU), cyclophosphamide (CIC), and 
their combination (Cyclophosphamide + Adriamycin + 5-Fluorouracil, 
herein after referred as CAF) in differentiated H9c2 cardiac cells. Thus, 
differentiated H9c2 cells were treated with several concentrations of 
DOX, 5-FU and CIC over a range from 0-5 µM, for 24 or 48 hours. 
Moreover, the cells H9c2 were treated with CAF mixtures containing 0.2; 
1 or 5 µM of each drug during 48 hours. After the incubation period, the 
cytotoxicity was measured using the reduction of 3-(4,5-dimethyl-thiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and neutral red 
incorporation assays.  
According to the MTT assay, the cells treated with DOX showed 
cytotoxicity for all concentrations tested when compared with the control, 
and the cytotoxicity was concentration-dependent and more notorious in 
the longest time of exposure. In the neutral red assay, when compared 
to the control, the cellular damage caused by DOX was observed for the 
concentrations of 0.5; 1; 2.5, and 5 µM and showed to be time-dependent. 
Regarding 5-FU, after an incubation time of 24 hours only the 
concentration of 5 µM showed significant toxicity in the MTT assay and 
the cytotoxicity increased in the longest incubation time. In fact, when the 
cells were exposed to 5-FU during 48 hours a significant cytotoxicity was 
shown at the concentrations of 0.5; 1; 2.5 to 5 µM, when compared with  
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 control. In the neutral red uptake assay, only the concentrations of 1; 2.5 
and 5 µM of 5-FU caused toxicity to differentiated H9c2 cells. Additionally, 
when the cells were incubated with 10, 25 and 50 µM of 5-FU, all tested 
concentrations caused cytotoxicity observed on both the MTT reduction 
and neutral red uptake assays. Concerning CIC, in the MTT reduction 
assay, cells treated for 24 hours only showed significant cytotoxicity for 
the concentration 1 µM. However, after 48 hours, significant of incubation 
the cytotoxicity was observed for the concentrations of 0.13; 0.2; 1, and 5 
µM when compared to the control cells. In the neutral red uptake assay, 
no significant differences were observed for any of the concentrations or 
exposure periods tested, when compared to the control cells. When 
differentiated H9c2 cells were incubated with 10, 25, and 50 µM of CIC, 
toxicity was seen in the MTT reduction assay; whereas for the neutral red 
uptake assay no significant differences where observed when compared 
to the control cells. Finally, the combination of drugs, CAF, at a 
concentration of 0.2 µM (of each drug) causes toxicity in the MTT 
reduction and neutral red uptake assays performed. In fact, the drugs in 
combination exhibited a significantly higher cytotoxicity, in the MTT assay 
when compared with each compound alone at a concentration of 0.2 µM. 
In the neutral red uptake assay, however, no significant differences were 
observed for the mixture when compared to each drug by itself. When the 
cells were treated with 1 and 5 µM of CAF, a significant toxicity was seen 
in the MTT reduction assay when compared to the control cells. 
Nevertheless, there were no significant differences between the CAF 
mixture and any mixture containing DOX, or even DOX alone. In fact, 
significant differences were only observed between CAF and 5-FU, or 
CIC or the association 5-FU + CIC. 
In summary, DOX, 5-FU, CIC, and CAF cause cardiotoxicity in 
differentiated H9c2 cells when in micro-molar concentrations, although 
with the assay used show different sensitivities to demonstrate that 
toxicity. Moreover, according to the results, for the cell model used and 
with the cytotoxicity assays performed, DOX is the most toxic anticancer 
drug tested and appears to contribute significantly to the cardiac toxicity 
of the combination CAF.  
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1. Introdução  
 
1.1. Cardiotoxicidade: um problema associado à utilização de 
fármacos anticancerígenos 
 
 
Atualmente, o cancro é responsável por 20% das mortes na Europa. Em cada ano, 
surgem mais de 3 milhões de novos casos da doença e 1,7 milhões de mortes, fazendo 
com que o cancro represente uma das principais causas de morte, logo após as doenças 
cardiovasculares (1). 
Ao longo dos últimos anos, a terapêutica oncológica tem sofrido uma grande 
evolução, não só pelo aparecimento de novas moléculas como também pelo uso de 
terapias combinadas. Apesar da cirurgia, das terapias biológicas (imunoterapia e terapia 
hormonal), bem como da radioterapia fazerem parte das estratégias terapêuticas usadas 
na prática clínica, os fármacos citotóxicos ainda são os mais utilizados para combater o 
cancro (2). O desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas tem contribuído para um 
prognóstico mais favorável dos doentes com cancro, bem como para a melhoria da sua 
qualidade de vida. Ainda assim, muitos dos fármacos utilizados têm como limitação uma 
toxicidade não específica, uma vez que não conseguem distinguir as células saudáveis das 
células tumorais, o que faz com que este tipo de tratamento provoque um grande número 
de efeitos secundários, muitos deles graves (3). De facto, e apesar do benefício 
inquestionável da terapêutica com citostáticos, os seus efeitos secundários 
nomeadamente, os efeitos adversos a nível cardiovascular, são um problema grave na 
altura dos tratamentos, mas também, por vezes, anos após a conclusão destes (4, 5). A 
cardiotoxicidade associada à quimioterapia tornou-se uma das grandes preocupações da 
terapia anticancerígena desde o início dos anos 70, aquando do aparecimento das 
antraciclinas (6). De facto, durante várias décadas, as reações cardiotóxicas resultantes de 
tratamentos de quimioterapia eram quase exclusivamente associadas ao uso de 
antraciclinas. Hoje em dia, porém, reconhece-se que as manifestações de cardiotoxicidade 
não são exclusivas da utilização de antraciclinas, pois foram reconhecidos efeitos 
indesejáveis ao nível cardiovascular de outras moléculas usadas na quimioterapia e 
mesmo na terapia biológica. De facto, mesmo os fármacos que interferem na atividade de 
certos recetores associados a cínases da tirosina ou outros recetores característicos de 
tumores podem causar eventos cardiotóxicos, nomeadamente disfunção ventricular e 
insuficiência cardíaca congestiva (7-9). 
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Nesta dissertação iremos abordar os efeitos cardiotóxicos de alguns agentes 
quimioterapêuticos. O espetro de efeitos cardiotóxicos resultante da quimioterapia pode 
incluir arritmias, alterações da pressão sanguínea, trombose, pericardite, entre outros (7). 
Estes podem ocorrer durante ou logo após o tratamento, ou mesmo, meses e/ou anos após 
o fim dos ciclos de quimioterapia (10). A incidência dos efeitos cardiotóxicos é complexa e 
multifatorial, pois depende de diferentes fatores relacionados com a terapêutica oncológica 
(tipo de fármaco, dose administrada durante cada ciclo, via de administração, dose 
cumulativa, esquema de administração, administração simultânea de outros fármacos, co-
tratamento ou pré-tratamento com fármacos que podem aumentar o risco de 
cardiotoxicidade ou associação com radioterapia) e do paciente (idade, sexo, doenças 
cardiovasculares ou presença de fatores de risco cardiovascular) (11). É importante 
distinguir fármacos com potencial para causar danos cardíacos irreversíveis, chamados de 
fármacos causadores de cardiotoxicidade do tipo I, dos fármacos que podem causar lesões 
cardíacas maioritariamente reversíveis, chamados de fármacos causadores de 
cardiotoxicidade do tipo II (12). Estes últimos podem, no entanto causar dano irreversível 
quando associados a outros fármacos cardiotóxicos (10). 
Os agentes quimioterapêuticos mais associados a eventos cardiotóxicos reportados 
na literatura são as antraciclinas, nomeadamente a doxorrubicina (DOX), os 
antimetabolitos, como o 5-fluorouracilo (5-FU), e os agentes alquilantes como é o caso da 
ciclofosfamida (CIC). Nesta dissertação será abordado em maior detalhe a cardiotoxicidade 
da DOX, do 5-FU e da CIC, pois serão as moléculas de estudo neste trabalho.  
 
1.2. Fármacos com potencial cardiotóxico 
 
1.2.1. Antraciclinas 
 
A família das antraciclinas surge na década de 50 com a identificação da 
daunorrubicina, originalmente isolada a partir da bactéria Streptomyces peucetius (13, 14). 
Nos anos 60, a daunorrubicina foi considerada muito eficaz no tratamento de leucemias e 
linfomas, no entanto, o seu derivado, a 14-hidroxidaunomicina ou adriamicina 
(posteriormente chamada de DOX), foi, entretanto, identificado e mostrou também ser um 
potente agente anticancerígeno. Outros fármacos deste grupo foram identificados como 
tendo propriedades anticancerígenas. Desta forma, as antraciclinas passaram a ser 
utilizadas em diversos regimes quimioterapêuticos e no tratamento de vários tipos de 
tumores, como leucemias, linfomas, cancro da mama, cancro do pulmão, mieloma múltiplo, 
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entre outros (14). As principais antraciclinas são a daunorrubicina, a DOX, a epirrubicina e 
a idarrubicina (13, 15). De acordo com a Organização Mundial de Saúde, a DOX faz parte 
do grupo dos 17 fármacos essenciais usados no tratamento do cancro (16). 
Estruturalmente muito similares, as antraciclinas possuem um esqueleto composto 
por um sistema tetracíclico com quinona e hidroquinona, um açúcar (daunosamina) ligado 
por uma ligação glicosídica em C-7 e uma cadeia lateral com um grupo carbónico em C-13 
(17). A figura 1 representa a estrutura química da DOX, uma das principais antraciclinas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Estrutura química da DOX. 
 
1.2.1.1. Antraciclinas: mecanismos farmacológicos e potenciais efeitos 
adversos 
 
Como anteriormente mencionado, o uso das antraciclinas na prática clínica é muito 
alargado. Os seus mecanismos de ação antitumorais são variados, pelo que não é possível 
apenas destacar um. Os mecanismos de ação considerados atualmente mais relevantes 
para a atividade farmacológica das antraciclinas são: 1) intercalação com o ácido 
desoxirribonucleico (ADN), levando à inibição da síntese de macromoléculas; 2) formação 
de espécies reativas, podendo causar lesões no ADN ou originar peroxidação lipídica; 3) 
ligação e alquilação do ADN; 4) cross-linking do ADN; 5) interferência com o 
desenrolamento/separação da cadeia de ADN e com a atividade da enzima helicase; 6) 
efeitos diretos na membrana celular; 7) lesão do ADN pela inibição da topoisomerase ll; e 
8) indução de apoptose em resposta à inibição da topoisomerase ll (18, 19). 
Como mencionado, os agentes quimioterapêuticos, inclusivamente as antraciclinas, 
apresentam efeitos adversos em órgãos não alvo devido à sua seletividade limitada, o que 
pode inclusive limitar o uso de doses ou esquemas considerados ótimos na terapêutica 
oncológica. Os efeitos adversos particularmente comuns no caso das antraciclinas são: 
depressão da medula óssea, náuseas, vómitos, estomatite, entre outros. A alopecia ocorre 
DOX 
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na maioria dos pacientes. É de realçar que um dos fatores limitantes da utilização das 
antraciclinas, particularmente da DOX, é a sua toxicidade cardíaca. Essa toxicidade pode 
ser aguda, crónica ou tardia, sendo que esta última é dependente da dose cumulativa 
administrada ao longo da vida, entre outros fatores (16). 
 
1.2.2.2. Antraciclinas e o seu potencial cardiotóxico 
 
A cardiotoxicidade exercida pelas antraciclinas pode ser classificada em aguda, 
crónica e tardia. A cardiotoxicidade aguda acontece em 1% dos doentes e não está 
relacionada com o desenvolvimento de insuficiência cardíaca crónica durante a vida (20). 
A cardiotoxicidade aguda pode ocorrer durante ou logo após a infusão com antraciclinas e 
inclui arritmias (taquicardia supraventricular e outras), podendo em alguns doentes levar a 
insuficiência cardíaca, síndrome de pericardite-miocardite e alterações eletrocardiográficas 
(21). Geralmente, estas complicações são reversíveis e não estão relacionadas com a dose 
utilizada. Contudo e de acordo com o estudo de Senkus e seus colaboradores, foram 
reportados casos isolados de cardiomiopatia dilatada aguda e morte súbita (21). A 
cardiotoxicidade crónica e a cardiotoxicidade tardia ocorrem tipicamente meses ou anos 
após o fim dos ciclos de quimioterapia e podem levar ao desenvolvimento de 
cardiomiopatia com um prognóstico pouco favorável para os doentes afetados (22). A 
incidência de cardiotoxicidade crónica é de 1,6-2,1% dos doentes durante o tratamento ou 
no primeiro ano após a sua conclusão, tendo a maior incidência ocorrido entre o primeiro 
e o terceiro mês, e esta cardiotoxicidade geralmente não é reversível (20). A prevalência 
de cardiomiopatia aumenta significativamente quando os doentes recebem doses 
cumulativas de DOX superiores a 550mg/m2. Por outro lado, um outro estudo refere que 
doses cumulativas inferiores a 550mg/m2 podem também causar cardiomiopatias (23). As 
taxas de mortalidade em doentes que desenvolvem cardiotoxicidade tardia são elevadas, 
porém o prognóstico destes doentes pode ser favoravelmente alterado pela deteção e 
tratamento precoces das patologias cardíacas (23).  
A evolução e o grau de cardiotoxicidade inerente à utilização deste tipo de fármacos 
varia entre indivíduos. Esta variação deve-se à influência de vários fatores, bem como à 
predisposição genética do doente (24). Apesar do fator dose cumulativa estar amplamente 
relacionado com o desenvolvimento de cardiomiopatia, as diferenças de género também 
têm sido referidas como um dos fatores de risco para o desenvolvimento de 
cardiotoxicidade pelas antraciclinas. Segundo Octavia e seus colaboradores (25), o sexo 
feminino é mais suscetível a desenvolver cardiotoxicidade mais grave. A idade é também 
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considerada um fator de risco, nomeadamente, idosos com mais de 65 anos ou crianças 
com menos de 4 anos apresentam um risco acrescido de desenvolver cardiotoxicidade 
após a administração de antraciclinas. A administração simultânea de outros fármacos 
cardiotóxicos, (como por exemplo a CIC e o 5-FU) o uso de doses únicas elevadas, a 
administração intravenosa em bólus e tratamentos de radioterapia concomitantes ou 
prévios estão igualmente relacionados com o aumento do risco de cardiomiopatia causada 
pela DOX. Adicionalmente, situações crónicas como hipertensão, doenças hepáticas, 
diabetes, entre outras podem contribuir para o incremento do risco de cardiotoxicidade, 
após terapia com antraciclinas (20, 25).  
Em particular, a DOX é um antibiótico antitumoral pertencente à classe das 
antraciclinas muito utlizado no tratamento de leucemias, sarcomas, cancro da mama, 
cancro do ovário, entre outros (26). Regra geral, as propriedades anticancerígenas da DOX 
resultam de processos de intercalação e alquilação com o ADN; formação de espécies 
reativas de oxigénio; interferência com a polimerase do ácido ribonucleico (ARN) e do ADN 
e inibição da topoisomerase II (27, 28). De acordo com estudos farmacocinéticos efetuados 
em várias espécies, foi demonstrado que a DOX se distribui rapidamente pelos tecidos 
como o fígado, rim, coração, pulmão e baço, sendo extensamente metabolizada a nível 
hepático, originando o seu metabolito principal, o doxorrubicinol (27). Em humanos, a DOX 
distribui-se rápida e amplamente, acumulando-se em tecidos muito irrigados como o 
fígado, pulmão, rins, entre outros, e também no coração (29). A sua metabolização é 
essencialmente mediada por redutases das aldo/cetoses dependentes do fosfato de 
dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADPH) originando o doxorrubicinol, que é o 
metabolito principal. A DOX bem como os seus metabolitos são maioritariamente 
eliminados pela via biliar (27). Ainda do ponto de vista farmacocinético, a cardiotoxicidade 
causada pela DOX pode ser aumentada devido à pela sua ligação massiva ao miocárdio, 
concretamente à cardiolipina, um fosfolípido mitocondrial (29).  
O uso clínico da DOX é limitado pela sua toxicidade, nomeadamente pela indução 
de cardiotoxicidade dependente da dose cumulativa, pela mielosupressão e pela 
possibilidade de desenvolvimento de resistências (29). Especificamente, este agente 
quimioterapêutico pode causar cardiomiopatia crónica irreversível dependente da dose 
cumulativa, podendo levar a insuficiência cardíaca congestiva, com uma taxa de 
mortalidade que pode atingir os 20-40% dos doentes tratados com doses elevadas (30). 
Tal como mencionado, a maior dose cumulativa parece ser o fator mais importante para o 
desenvolvimento de cardiotoxicidade. Habitualmente, as doses de DOX utilizadas variam 
entre os 60-75 mg/m2, durante 3 semanas. Doses cumulativas acima dos 450-550 mg/m2 
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parecem causar cardiomiopatia e insuficiência cardíaca congestiva com maior frequência 
(31). Porém, devido à variabilidade interindividual já foram observados sinais de 
cardiotoxicidade em doses cumulativas abaixo de 300 mg/m2, ou mesmo em doses mais 
baixas quando a DOX é usada em combinação com outros fármacos cardiotóxicos (31).  
As antraciclinas aparentemente causam cardiotoxicidade segundo mecanismos 
distintos dos seus mecanismos de ação farmacológica, sendo-lhes atribuídos vários efeitos 
nefastos para os cardiomiócitos, que incluem alterações na homeostasia do ferro e do 
cálcio, disfunção mitocondrial e apoptose (22). O mecanismo exato pelo qual a DOX exerce 
cardiotoxicidade não é totalmente conhecido. No entanto, existem duas teorias principais: 
1) formação de espécies reativas e formação do metabolito doxorrubicinol e 2) 
comprometimento mitocondrial (32). A DOX pode ser reduzida a doxorrubicinol e este 
metabolito interfere na regulação do cálcio e do ferro, bem como na bomba de protões 
F0F1 mitocondrial. As espécies reativas, como espécies reativas de oxigénio, formam-se 
com intervenção do metal de transição ferro. Ambas teorias (formação de espécies reativas 
e a do dano mitocondrial) podem estar relacionadas (32).  
 
 
1.2.2. Antimetabolitos 
 
As fluoropirimidinas pertencem à classe dos antimetabolitos e foram desenvolvidas 
na década de 1950, após se observar que hepatomas em ratos usavam o uracilo mais 
rapidamente que tecidos não cancerígenos. Esta observação mostrou que o metabolismo 
do uracilo poderia ser um bom alvo para a quimioterapia (33). Especificamente, o 5-FU e 
o seu pró-fármaco oral, a capecitabina, são muito utilizados em monoterapia ou em regimes 
quimioterapêuticos combinados no tratamento de vários tipos de tumores sólidos, 
nomeadamente cancro da mama, do ovário, do pâncreas, da cabeça/pescoço e do trato 
gastrointestinal (2). O 5-FU é um composto orgânico aromático heterocíclico com uma 
estrutura muito similar às moléculas pirimídicas do ADN e ARN, sendo considerado um 
análogo do uracilo com um átomo de flúor na posição C-5 em vez de um hidrogénio que 
aquela base possuí (34). Devido à sua estrutura, este fármaco é capaz de interferir no 
metabolismo nucleotídico, podendo ser incorporado no ADN e ARN bloqueando a sua 
subsequente síntese. Tal ação leva a citotoxicidade e morte celular. O 5-FU exerce a sua 
atividade farmacológica através da inibição da enzima timidilato sintetase e pela 
incorporação dos seus metabolitos no ADN e ARN, interrompendo a sua síntese (33, 35). 
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O tempo de semi-vida do 5-FU pode variar de 8 a 20 minutos, após injeção intravenosa em 
bólus (36). A figura 2 representa a estrutura química do 5-FU e do seu análogo, o uracilo.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Estrutura química do 5-FU e do uracilo. 
 
1.2.2.1. Mecanismos farmacológicos e potenciais efeitos adversos do 5-
fluorouracilo 
 
A capecitabina é administrada oralmente sendo metabolizada principalmente no 
fígado por carboxiesterases em 5-desoxi-5-fluorocitidina. A 5-desoxi-5-fluorocitidina é 
convertida em 5-desoxi-5-fluorouridina pela citidina diaminase e esta enzima localiza-se 
preferencialmente a nível hepático e nos tecidos tumorais. Por fim, a 5-desoxi-5-
fluorouridina é convertida em 5-FU pela timidina fosforilase, enzima que está presente em 
maiores concentrações nos tecidos tumorais. O 5-FU é posteriormente metabolizado a um 
análogo fosfatado ativo, ou é catabolizado em 5,6-diidro-5-fluorouracilo, ácido propiónico 
α-fluoro-β-ureido e por último a α-fluoro-β-alanina, que é excretada na urina (37). A 
conversão do 5-FU a um análogo fosfatado, o 5-fluorodesoxiuridina monofosfato, é 
responsável pela inibição da enzima timidilato sintetase, que por sua vez converte a 
desoxiuridina monofosfato em timidina monofosfato, uma molécula essencial na síntese de 
ADN. A inibição da enzima timidilato sintetase é tida como um dos principais mecanismos 
de atividade farmacológica do 5-FU, uma vez que esta enzima é crucial na biossíntese do 
timidilato, implicado na síntese proteica e em processos apoptóticos. A molécula de 
timidilato é ainda importante na manutenção da replicação e reparação do ADN (2).  
Adicionalmente, o 5-FU devido à sua semelhança estrutural com o uracilo pode ser 
diretamente incorporado no ARN e ADN em vez do uracilo ou da timina, o que bloqueia o 
elongamento daquelas moléculas. A interferência com a normal biossíntese e função dos 
ácidos nucleicos é considerada como um dos possíveis mecanismos de ação do 5-FU (2, 
38). 
5-FU Uracilo
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Existe uma grande variabilidade inter e intra-individual relativamente à resposta e à 
tolerância às terapias que incorporam 5-FU, podendo esta variabilidade estar ou não 
relacionada com determinantes genéticos, mas também com fatores relacionados com o 
tumor e o doente. Enquanto a idade, a administração simultânea de fármacos, os ritmos 
circadianos, entre outros, podem afetar o metabolismo e a disposição do 5-FU, os 
determinantes genéticos podem contribuir em 20-95% para a variabilidade observada 
relativa à farmacocinética e à farmacodinâmica desta molécula (39). A variabilidade de 
resposta e tolerância a terapias com 5-FU pode estar relacionada com alterações 
genotípicas e fenotípicas na enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD). Esta enzima 
é responsável pelo catabolismo das bases pirimídicas, nomeadamente do uracilo e da 
timina. Logo, indivíduos com disfunção ou baixos níveis de DPD desenvolvem toxicidade 
grave ou letal após terapia com 5-FU, uma vez que mais de 85% do seu catabolismo é feito 
por esta enzima. Por outro lado, o aumento da atividade da DPD e do catabolismo do 5-
FU pode levar a resistência ao fármaco e à ineficácia terapêutica (39). 
O 5-FU apresenta toxicidade medular e gastrointestinal (estomatite, diarreia, 
ulcerações intestinais), podendo ainda provocar alopecia, dermatite, alterações das unhas, 
atrofia da pele e neurotoxicidade. Infusões intra-arteriais prolongadas levam a trombose 
das artérias. Adicionalmente, o 5-FU é conhecido por causar cardiotoxicidade (40), que 
será abordada em maior detalhe de seguida.  
 
1.2.2.2. Antimetabolitos e o seu potencial cardiotóxico 
 
Os efeitos cardiotóxicos atribuídos à utilização do 5-FU são muito frequentes, sendo 
a toxicidade cardíaca relatada para este anticancerígeno apenas suplantada em número 
pela cardiotoxicidade causada pelas antraciclinas. Os efeitos cardiotóxicos relacionados 
com a utilização do 5-FU são tipicamente graves, sendo o sintoma mais comum a dor tipo 
angina de peito com projeção para o braço esquerdo e pescoço. Outras manifestações de 
cardiotoxicidade incluem arritmias, vasoespasmo arterial, choque cardiogénico, 
insuficiência cardíaca, entre outras (41). Estes sintomas ocorrem, na maioria das vezes, 
após o primeiro ciclo de quimioterapia, normalmente 2-5 dias após o início da primeira 
infusão (42).  
Epidemiologicamente, a incidência de cardiotoxicidade causada pelo 5-FU varia 
entre 1,2-18% nos doentes tratados (41). No entanto, segundo Layoun e seus 
colaboradores, a taxa de incidência pode atingir os 19% e uma taxa de mortalidade que 
varia entre 0-13% (43). De acordo com Polk e colaboradores, a incidência de 
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cardiotoxicidade causada pelo 5-FU pode inclusivamente chegar aos 35% (44). Existem 
vários fatores que podem influenciar a cardiotoxicidade causada pelo 5-FU, 
nomeadamente doses altas, problemas cardíacos pré-existentes, bem como o esquema 
terapêutico a que os doentes são submetidos (44). Geralmente, o desenvolvimento de 
cardiotoxicidade pelo 5-FU está mais associado a doentes que foram tratados com infusão 
contínua do que por injeção em bólus (31). Segundo um estudo de Sorrentino e seus 
colaboradores, a incidência de cardiotoxicidade em doentes tratados com pequenos 
regimes em bólus varia entre 1,6-3%, enquanto que em regimes mais prolongados a 
percentagem de incidência de cardiotoxicidade aumenta para 7,6-18%. Ainda segundo o 
estudo mencionado, a maioria dos casos de cardiotoxicidade ocorrem em doentes tratados 
com infusões contínuas de 5-FU (41).  
 Os mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade causada pelo 5-FU ainda não 
foram totalmente clarificados, no entanto, parecem ser distintos dos mecanismos de 
cardiotoxicidade causada pelas antraciclinas, com base em estudos clínicos ou em casos 
reportados (36, 40, 45). Algumas hipóteses surgiram para explicar o 
mecanismo/mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade relacionada com a utilização do 5-
FU, nomeadamente o vasoespasmo que leva à isquemia; a toxicidade direta ao nível do 
miocárdio; a ativação do sistema de coagulação; a trombose da artéria coronária ou 
fenómenos imunoalérgicos e presença de impurezas na formulação do 5-FU que podem 
ser cardiotóxicas (31). Segundo Jensen e Sorensen, as alterações eletrocardiográficas 
características da isquemia causadas pelo 5-FU devem-se à sua influência sobre a 
vasculatura cardíaca, com redução da perfusão sanguínea no miocárdio (46). Num outro 
estudo realizado in vitro em anéis da aorta de coelho, verificou-se que a vasoconstrição do 
endotélio vascular é independente do aumento da concentração de 5-FU (47). Segundo 
Layoun e colaboradores, o uso profilático de bloqueadores dos canais de cálcio de forma 
a prevenir o vasoespasmo não foi bem sucedido, o que levou os autores a acreditarem que 
mecanismos não relacionados com o vasoespasmo podem causar dano no endotélio 
coronário, como é o caso do dano tóxico direto do 5-FU (43). De facto, e de acordo com o 
estudo de Alter e seus colaboradores, o 5-FU parece provocar citotoxicidade diretamente 
nos cardiomiócitos e no endotélio vascular (40). Este fármaco pode interferir diretamente 
com o metabolismo das células do miocárdio, levando a hipoxia celular, o que imita a 
doença isquémica do coração (36). Além disso, e de acordo com um estudo efetuado em  
fígado de rato perfundido e em rato in vivo foi demonstrado que o fluoroacetato, um 
metabolito resultante da metabolização do 5-FU a nível hepático, pode acumular-se no 
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organismo, e essa acumulação pode estar relacionada com o desenvolvimento de 
cardiotoxicidade (36). 
Um estudo in vitro comparou a toxicidade do 5-FU em cardiomiócitos e células 
endoteliais de coração de rato, sugerindo que as células endoteliais eram mais suscetíveis 
aos efeitos tóxicos diretos do 5-FU (48). Além disso, células endoteliais humanas e células 
endoteliais de bovino foram tratadas com 5-FU demostrando que o 5-FU não causava 
morte celular nas concentrações testadas (5 e 10 µg/mL) (48), porém causava diminuição 
da incorporação de timina, diminuição dos níveis totais de proteínas e aumento da 
libertação de prostaciclinas em ambos os modelos celulares. Estes dados sugerem 
diferenças na suscetibilidade relativamente às células em estudo tratadas com 5-FU e 
possivelmente respostas celulares diferentes que, não levando a morte celular, podem 
comprometer o seu normal funcionamento (44).   
 
1.2.3. Agentes alquilantes 
 
A CIC é um agente alquilante com uma potente capacidade imunossupressora e 
anticancerígena (49). Os agentes alquilantes estabelecem ligações cruzadas com o ADN 
por introdução de um grupo alquilo no azoto sete do anel imidazólico da cadeia de ADN. 
Esta alquilação leva à inibição da replicação do ADN, levando a morte celular (50).  Desde 
a sua introdução no mercado em 1958 como agente anticancerígeno, a CIC tem sido um 
dos fármacos mais utilizados em quimioterapia (51). A CIC é comummente utilizada no 
tratamento de linfomas, leucemias, neuroblastoma, retinoblastoma e carcinomas do ovário, 
da mama, do endométrio e pulmão, normalmente em combinação com outros fármacos 
(51). Este fármaco pode ser administrado por via oral ou parentérica, podendo as doses 
administradas variar entre 2-6 mg/kg de peso corporal (baixas doses) ou > 6000 mg/m2 de 
área corporal (doses elevadas).  Quando a CIC é utilizada como imunossupressor de forma 
a prevenir a rejeição de transplantes, ou no tratamento de doenças crónicas autoimunes, 
a sua administração é feita por via oral em doses que variam entre 100-200 mg por dia 
(51). A CIC é um pró-fármaco que necessita de ativação metabólica para poder ter 
atividade citostática (51). Na figura 3 encontra-se representada a estrutura química da CIC.  
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Figura 3: Estrutura química da CIC. 
 
1.2.3.1. Mecanismos farmacológicos e potenciais efeitos adversos 
 
A CIC resultou de um esforço no sentido de se obter um agente alquilante com 
especificidade para as células neoplásicas (52). Desta forma, foi possível através da 
modificação da estrutura química de mostardas nitrogenadas sintetizar a CIC. O objetivo 
desta síntese foi criar um pró-fármaco na sua forma inativa, que pudesse ser convertido 
num composto ativo principalmente nas células cancerígenas. A estrutura química da CIC 
foi então pensada tendo em conta que algumas células cancerígenas expressam elevados 
níveis de fosfamidases, enzimas capazes de quebrar a ligação entre o fósforo e o 
hidrogénio, originando mostarda de fosforamida. A atividade citotóxica da mostarda de 
fosforamida está relacionada com a reatividade dos grupos 2-cloroetil ligados ao átomo 
central de azoto (53). 
A CIC é maioritariamente ativada por enzimas microssomais hepáticas. Assim, a 
CIC é hidroxilada por enzimas do citocromo P450, dando origem a aldofosfamida, que pode 
ser inativada pela desidrogenase do aldeído, ou transformada, por clivagem não enzimática 
em mostarda de fosforamida, responsável pelos efeitos farmacológicos, e acroleína. A 
acroleína é responsável pela cistite hemorrágica, um dos efeitos tóxicos mais comuns da 
terapêutica com CIC (52). A mostarda de fosforamida é responsável pelas propriedades 
farmacológicas da CIC, pois estabelece ligações cruzadas entre as duas cadeias de ácidos 
nucleicos ou entre um ácido nucleico e uma proteína, resultando assim em interferências 
na síntese do ADN, ARN e das proteínas (51, 53). A extensão do metabolismo da CIC 
depende em parte da atividade da desidrogenase do aldeído nos tecidos. Células com 
elevado potencial proliferativo nomeadamente as células hepáticas, da mucosa intestinal, 
hematopoiéticas e cancerígenas, expressam elevados níveis de desidrogenases do 
CIC
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aldeído, podendo levar ao desenvolvimento de resistência à CIC e à ineficácia da 
terapêutica (53).  
Os efeitos tóxicos associados á utilização de CIC incluem supressão da medula 
óssea, cardiotoxicidade, toxicidade ao nível das gónadas, cistite hemorrágica e 
carcinogénese. A toxicidade da CIC parece ser altamente previsível em função da dose 
utilizada e da duração da terapêutica (53). No entanto, a toxicidade a nível das gónadas 
está associada entre outros fatores às doses cumulativas de CIC (53). De acordo com o 
estudo de Abdi e seus colaboradores, a cistite hemorrágica é tida como uma das principais 
preocupações associadas à quimioterapia com CIC, como já mencionado. A cistite 
hemorrágica pode levar a uma taxa de mortalidade que varia entre 2-4% dos pacientes e 
a hemorragia vesical massiva ocorre após elevadas doses intravenosas de CIC (54).  
Apesar da utilização da CIC estar associada ao desenvolvimento de uma grande 
variedade de efeitos tóxicos já referidos anteriormente, o foco deste trabalho vai basear-se 
na avaliação da cardiotoxicidade causada por este fármaco, que também tem sido 
largamente reportada (55, 56).  
 
1.2.3.2. Agentes alquilantes e o seu potencial cardiotóxico 
  
 Apesar da utilização de doses moderadas de CIC normalmente não desencadear 
cardiotoxicidade, o uso de doses elevadas na terapia de tumores sólidos e em tratamentos 
imunossupressores está associado a manifestações clínicas de cardiotoxicidade que vão 
desde efusões pericárdicas assintomáticas, insuficiência cardíaca e miopericardite fatal 
(55, 56). A CIC causa cardiomiopatia aguda não estando esta associada a doses 
cumulativas de CIC, mas frequentemente com a administração de doses elevadas, 
parecendo ser este o fator limitante para o desenvolvimento de cardiotoxicidade nos 
doentes tratados (57, 58). De acordo com o estudo de Floyd e seus colaboradores, doses 
de CIC entre 120-170 mg/kg durante 1-7 dias causaram episódios de cardiotoxicidade 
aguda em doentes transplantados (13). A insuficiência cardíaca é uma das manifestações 
de cardiotoxicidade que habitualmente pode ocorrer durante as 3 semanas após a 
administração de CIC podendo inclusive resultar em morte. A miopericardite hemorrágica 
também foi reportada após a terapia com este fármaco (58). A incidência da diminuição da 
função sistólica avaliada através de ecocardiografia após a administração de elevadas 
doses de CIC pode atingir 50% dos doentes tratados, considerando ainda que 17-28% dos 
pacientes podem experienciar insuficiência cardíaca aguda (59).  
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Os fatores de risco associados ao desenvolvimento de cardiotoxicidade pela CIC 
incluem doses de CIC ≥ 1,55 g/m2/dia; administração de doses de CIC por mais de 6 horas 
em vez de 30-60 minutos; aumento da ativação da CIC resultando no aumento dos seus 
metabolitos e baixos níveis de glutationa a nível cardíaco. Segundo Dorr e seus 
colaboradores, há um aumento da morte em roedores quando a CIC é administrada em 
combinação com um agente depletor de glutationa, a butionina sulfoximina (59). São ainda 
considerados como fatores de risco de cardiotoxicidade, os tratamentos prévios ou 
concomitantes de quimioterapia com antraciclinas e a mitoxantrona, bem como irradiação 
mediastínica (56). Foi reportada insuficiência cardíaca fatal em dois doentes após 
receberem doses de 200 mg/kg e 240 mg/kg de CIC cada um ao longo de quatro dias. No 
estudo de Appelbaum, um doente tratado com CIC apresentou necrose miocárdica após 
receber doses de 270 mg/kg durante 10 dias de tratamento (60). Além disso, a utilização 
de doses elevadas de CIC é comummente associada a pericardiomiopatia. Dos indivíduos 
tratados com CIC, a maioria dos casos apresentava dano endotelial com exsudação 
intersticial, podendo ainda resultar na diminuição da atividade elétrica da superfície 
cardíaca. De acordo com o estudo de Gottdiener em 32 doentes com neoplasia 
hematológicas, alguns dos doentes tratados com CIC apresentavam microtromboses com 
subsequente lesão isquémica, indicando um possível efeito tóxico direto nas células 
musculares cardíacas, que poderia resultar em falha irreversível do miocárdio e em última 
instância na morte (55).     
O mecanismo preciso pelo qual a CIC causa cardiotoxicidade ainda não foi totalmente 
clarificado. Uma das hipóteses sugere que a CIC causa dano direto no endotélio cardíaco, 
seguido de extravasamento dos seus metabolitos tóxicos, levando a danos nos 
cardiomiócitos, hemorragia intersticial e edema. Podem ainda surgir microembolias 
intracapilares, que contribuem para lesão isquémica do miocárdio. A outra hipótese 
proposta refere que a isquemia do miocárdio resultante do vasoespasmo coronário poderá 
ser responsável pela cardiotoxicidade causada pela CIC (56). 
 
1.3. Associação de fármacos anticancerígenos 
 
Atualmente, as estratégias de tratamento são baseadas no conceito de que a 
terapia com vários tipos de fármacos conduzirá a um efeito terapêutico mais eficaz na 
maioria dos pacientes (61). Os principais objetivos da terapêutica combinada são: atingir 
um efeito terapêutico sinérgico; reduzir a dose e a toxicidade de cada um e minimizar ou 
atrasar a indução de resistência aos fármacos em utilização. A redução da toxicidade, bem 
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como a diminuição da resistência podem ser considerados como benefícios do sinergismo 
do uso de terapêutica combinada (62). O sinergismo é considerado um fenómeno pelo qual 
o efeito de dois fármacos quando administrados em conjunto é maior do que o efeito de 
cada um administrado de forma isolada (61). 
Os tratamentos quimioterapêuticos com apenas um fármaco em doses elevadas 
falham muitas vezes o objetivo terapêutico, estando ainda associado a vários tipos de 
toxicidade. Inerentemente, existem ainda doentes sujeitos a este tipo de tratamento que 
são resistentes a determinados fármacos, ou por outro lado, adquirem resistência durante 
a quimioterapia (ocorre em cerca de 35-45% dos doentes) (63). Por exemplo, o FOLFOXIRI 
é um regime quimioterapêutico constituído por ácido folínico, 5-FU, irinotecano e oxiplatina 
usado no tratamento de doentes com cancro colorretal metastático. O tratamento de 
doentes com esta associação de fármacos resulta em taxas de sobrevivência 
significativamente mais altas, em comparação com o tratamento com cada um deles 
utilizados de forma isolada (61) .  
Apesar de existir uma grande variedade de associações de fármacos 
anticancerígenos utilizados no tratamento de vários tipos de cancro, vai ser abordada com 
maior detalhe a associação de DOX, 5-FU e CIC, designada frequentemente pelo acrónimo 
CAF, pois engloba 3 das moléculas citostáticas com maior relato de cardiotoxicidade na 
literatura disponível. Este acrónimo (CAF) deriva do inglês: 
Cyclophosphamide+Adriamycin+5-Fluorouracil. 
 
1.3.1. Associação de doxorrubicina, 5-fluorouracilo e ciclofosfamida 
 
A combinação CAF pode ser utilizada como tratamento adjuvante do cancro da 
mama não metastático ou utilizada como tratamento principal do cancro da mama 
metastático (64). O cancro da mama é a neoplasia maligna mais comum entre as mulheres 
dos países industrializados ocidentais. O cancro da mama metastático apresenta uma 
grande heterogeneidade na sua evolução e é moderadamente sensível a vários fármacos 
citotóxicos. As antraciclinas representam a classe de fármacos citotóxicos mais ativa no 
combate desta doença, causando uma resposta de 40% quando usada de forma isolada 
em doentes sem tratamentos prévios. No entanto, as taxas de resposta a terapias 
combinadas podem variar entre 50 e 80%, dependendo do paciente, das características 
tumorais e da intensidade da dose do regime terapêutico (65). As combinações de 
fármacos utilizados no tratamento do cancro da mama que incluem DOX normalmente 
causam uma resposta significativa e substancialmente mais objetiva e completa do que 
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uma combinação que não contenha DOX (66). Desta forma é com o objetivo de aumentar 
eficácia e diminuir toxicidade que a combinação CAF tem sido muito utilizada no tratamento 
do cancro da mama. Nesta dissertação, os efeitos cardiotóxicos associados à combinação 
CAF serão abordados em maior detalhe. 
 Um dos primeiros estudos com a combinação CAF ocorreu em 1980 e foi realizado 
por Dalley (67). Este estudo teve como objetivo determinar a resposta e a toxicidade da 
combinação CAF em 26 doentes com carcinoma da mama metastático. Dos 26 doentes 
tratados com CAF apenas um desenvolveu cardiotoxicidade e recebeu mais do que 450 
mg/m2 de dose cumulativa de DOX (67). Num outro estudo realizado por um grupo de 
investigação espanhol, foi avaliada a mistura CAF (500 mg/m2, 50 mg/m2 e 500 mg/m2) e 
a mistura CAF com paclitaxel (100 mg/m2/dose) em 1925 doentes com cancro da mama 
(68). Os doentes foram divididos em dois grupos, um grupo com 986 doentes que recebiam 
CAF e um segundo grupo com 931 doentes que recebia CAF com paclitaxel. Quatro 
doentes do grupo tratado com CAF e paclitaxel apresentaram disfunção cardíaca (dois 
eventos classificados de grau 2 e os outros dois eventos classificados de grau 3). Foi 
também reportada isquemia cardíaca de grau 4 num dos pacientes que receberam CAF 
com paclitaxel, bem como em um dos pacientes que receberam apenas CAF (68). Martin 
e colaboradores (68) referem que a combinação CAF com dose cumulativa de 300 mg/m2 
de DOX estava inesperadamente associada a uma elevada toxicidade cardíaca, ainda que 
doses cumulativas de 300 mg/m2 de DOX fossem tradicionalmente consideradas seguras 
(68). Efetivamente, e de acordo com um estudo de Mackey e colaboradores (69) o regime 
quimioterapêutico CAF utilizado como tratamento adjuvante em doentes com cancro da 
mama demonstrou estar associado a uma elevada toxicidade cardíaca (69). Segundo os 
autores, 17 (2%) dos 746 doentes que receberam CAF apresentaram insuficiência cardíaca 
congestiva em que quatro destes doentes acabaram por morrer. Adicionalmente, foi 
registada uma diminuição da fração de ejeção do ventrículo esquerdo em 41 (15%) dos 
doentes tratados com CAF, provavelmente causada pela presença de antraciclinas (69). 
Ganz e colaboradores (70) avaliaram 180 mulheres sobreviventes ao cancro da mama que 
foram tratadas com regimes quimioterapêuticos com ou sem DOX, com um seguimento até 
13 anos. Após a conclusão do estudo os autores verificaram que a exposição à DOX não 
aumentou a probabilidade de efeitos cardíacos adversos (70). Porém, os autores referem 
que as doentes mais velhas mostraram um aumento substancial do risco de 
cardiomiopatia, devido a terapias que incluíam antraciclinas como é o caso do tratamento 
com a mistura CAF (70). Num estudo comparativo entre a combinação CAF e a 
combinação docetaxel, DOX e CIC, ambas administradas durante 6 ciclos, com uma média 
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de seguimento de 5 anos, a incidência de insuficiência cardíaca moderada ou severa foi 
de 0,1 % em ambos os grupos (71). Além disso, tratamentos que não contenham 
antraciclinas, como por exemplo a associação de docetaxel (75 mg/m2) e CIC (600 mg/m2) 
não apresentaram um aumento do risco de desenvolvimento de cardiotoxicidade quando 
comparado com a associação de DOX (60 mg/m2) e CIC (600 mg/m2) num 
acompanhamento de 7 anos (71).  
Embora as associações de fármacos tenham vindo a ser muito utilizadas com o 
objetivo de obter um maior benefício da terapêutica, estas associações farmacológicas 
estão muitas vezes associadas a uma grande variedade de efeitos secundários. A 
associação CAF, tal como já foi referido, tem sido muito utilizada no tratamento do cancro 
da mama, porém os efeitos tóxicos associados a esta combinação, nomeadamente, a 
cardiotoxicidade são extremamente relevantes. Os efeitos cardiotóxicos da CAF são quase 
exclusivamente associados às doses cumulativas de DOX utilizadas em doentes tratados 
com esta mistura, contudo os seus mecanismos ainda estão insuficientemente 
caraterizados e um efeito sinérgico cardiotóxico pode surgir.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II. OBJECTIVOS 
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2. Objetivos 
 
A toxicidade causada pelos fármacos anticancerígenos, nomeadamente pela DOX, 
5-FU e CIC é bem conhecida, apesar dos mecanismos envolvidos ainda não estarem 
totalmente clarificados. Acrescente-se que a combinação terapêutica CAF é utilizada como 
tratamento principal e/ou adjuvante do cancro da mama, uma das neoplasias malignas 
mais comuns entre as mulheres dos países industrializados.  
 
Desta forma, os principais objetivos desta dissertação foram: 
 
● Avaliar e comparar a citotoxicidade de fármacos anticancerígenos (DOX, 5-FU e 
CIC) em células H9c2 diferenciadas.  
 
● Avaliar a citotoxicidade da mistura CAF em diferentes concentrações em células 
H9c2 diferenciadas. 
 
● Comparar a citotoxicidade da mistura CAF com a dos fármacos isoladamente 
usando como modelo as células H9c2 diferenciadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3. Materiais e Métodos 
 
3.1. Materiais 
 
Todo o material de plástico estéril utilizado em cultura celular foi obtido na Corning-
Costar (EUA); o meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (doravante designado 
DMEM) com alto teor de glucose (13,4 g/L), sulfóxido de dimetilo (DMSO), o bicarbonato 
de sódio, o ácido retinóico (AR), a solução de vermelho neutro, o brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazólio (MTT), a solução azul de tripano [0,4% (m/v)], a tripsina-
EDTA, o etanol absoluto, o dodecil sulfato de sódio (SDS), o cloridrato de DOX, a N-
acetilcisteína (NAC), a CIC e o 5-FU foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). O tampão 
fosfato-salino (doravante chamado PBS) e a penicilina/estreptomicina foram obtidos da 
Biochrom (Alemanha); o soro bovino fetal (doravante designado FBS) e a solução salina 
tamponada de Hank com cálcio e magnésio foram comprados à Gibco (Reino Unido); o 
ácido acético glacial 100% foi adquirido à Merck (Alemanha).  
A linha celular H9c2 derivada de cardiomiócitos de rato foi adquirida à European 
Collection of Cell Cultures, da Sigma Aldrich (EUA). 
 
 
3.2.  Métodos 
 
3.2.1 Manutenção de células H9c2 
 
As células H9c2 correspondem a uma linha celular inicialmente isolada de tecido 
cardíaco de embrião de rato (BDIX) (72). As células não estão totalmente diferenciadas em 
cardiomiócitos e mantêm-se em estado proliferativo. Este modelo celular é muito utilizado 
na avaliação de cardiotoxicidade in vitro, devido às suas características metabólicas 
semelhantes às características do coração de rato (34). As células H9c2 foram mantidas 
em estado proliferativo em meio DMEM com alto teor de glucose e suplementado com 3,7 
g/L de bicarbonato de sódio, 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina e 100 µg/ml de 
estreptomicina (meio completo), a 37ºC, com uma atmosfera de 5% de CO2. O meio foi 
renovado a cada 2-3 dias sem que as células ultrapassassem os 70-80% de confluência 
quando visualizadas ao microscópio ótico. A linha celular tende a perder capacidade de 
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diferenciação quando próximas dos 100% de confluência (34). A linha celular foi utilizada 
sem nunca ultrapassar a passagem 29 (34). 
 
3.2.2.  Tripsinização de células H9c2 
 
Para evitar ultrapassar os 70-80% de confluência ou para proceder à realização de 
experiências, efetuou-se um processo designado por tripsinização para destacar as células 
H9c2 aderentes. Na tripsinização removeu-se o meio de cultura, lavou-se com PBS (sem 
cálcio e sem magnésio), adicionou-se tripsina-EDTA e colocou-se na estufa até as células 
se destacarem do frasco. De seguida, a tripsina foi inativada através da adição de meio de 
cultura completo. A suspensão celular obtida foi utilizada para fazer a sementeira após 
contagem das células segundo a técnica de exclusão do azul de tripano em microscópio 
ótico.  
 
3.2.2.1. Técnica de exclusão do azul de tripano 
 
A técnica de exclusão do azul de tripano é uma técnica que permite determinar a 
viabilidade celular de forma rápida e fazer uma contagem de células em suspensão. O azul 
de tripano é um corante orgânico que apenas entra na célula quando há dano da membrana 
plasmática. As células viáveis que têm a membrana plasmática intacta não permitem a 
entrada deste corante. N entanto, as células com dano membranar apresentam uma 
coloração azul mais evidente no núcleo, sendo consideradas não viáveis. Em 
contrapartida, as células viáveis exibem um contorno esférico bem definido apresentando-
se em tons de amarelo ao microscópio ótico (73). 
 
3.2.3. Sementeira de células H9c2 
 
Após a contagem das células na suspensão celular, as células foram semeadas em 
placas de 48 poços numa densidade de 24 000 células/mL e incubadas a 37 °C, com uma 
atmosfera de 5% de CO2 durante 24 horas. No dia seguinte iniciou-se o processo de 
diferenciação para as células adquirirem um fenótipo mais semelhante ao cardíaco.  
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3.2.4. Diferenciação de células H9c2 
 
 Uma das características da linha celular embrionária H9c2 é a sua capacidade de 
diferenciação. Os mioblastos embrionários mononucleados não diferenciados são 
transformados em miotubos multinucleados quando cultivados em meio de cultura com 
baixa concentração de soro e na presença de AR. Desta forma, as células adquirem uma 
forma alongada e posicionamento paralelo durante o processo de diferenciação. As células 
adquirem marcadores cardíacos específicos como a miogenina e a MyoD (74). Ménard e 
seus colaboradores demonstraram que a linha celular H9c2 não era apenas capaz de se 
diferenciar em células adultas (músculo-esqueléticas) cardíacas, pela diminuição da 
concentração do FBS para 1%, como também podiam ser diferenciadas num fenótipo 
predominantemente cardíaco, caracterizado pela expressão de troponinas e miosinas, 
marcadores cardíacos específicos na presença de AR (75).  
A diferenciação das células H9c2 num fenótipo mais semelhante ao cardíaco foi 
feita através da substituição do meio de cultura com 10% de FBS por meio de cultura 
DMEM com 1% de FBS e AR 10 nM (o meio é trocado a cada dois dias) (17).  
 
3.2.5. Exposição das células H9c2 diferenciadas a doxorrubicina, 5-
fluorouracilo, ciclofosfamida e suas misturas 
 
Após 7 dias de diferenciação, o meio de cultura foi removido e as células H9c2 
diferenciadas foram incubadas com diferentes concentrações dos fármacos.  
A citotoxicidade da DOX, do 5-FU, da CIC, bem como das suas misturas foi avaliada 
em células H9c2 diferenciadas, pelo teste de redução do MTT e pelo teste de incorporação 
do vermelho neutro (ver secção 3.2.7.1 e 3.2.7.2). A potencial citotoxicidade da DOX, do 
5-FU e da CIC foi avaliada usando uma gama de concentrações entre 0-5 µM e incubações 
de 24 ou 48 horas recorrendo a 2 testes de citotoxicidade. O 5-FU e a CIC foram também 
avaliados após 48 horas de incubação com as concentrações de 10, 25 e 50 µM. Todos os 
fármacos foram preparados em PBS sem cálcio e sem magnésio, pelo que as células 
controlo foram incubadas com o mesmo volume de PBS. Com base nos resultados obtidos 
com os fármacos isoladamente e níveis plasmáticos encontrados em humanos após 
administração destes fármacos (76), foram selecionadas três concentrações de cada 
fármaco para posteriormente testar as suas misturas. Ao 8º dia, o meio de cultura da 
sementeira foi removido, as células foram expostas às várias concentrações dos fármacos 
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a testar, bem como às concentrações selecionadas das misturas. As soluções dos 
fármacos utilizados nunca foram descongeladas mais de 3 vezes (77).  
 
3.2.6. Pré-incubação de células H9c2 diferenciadas com N-
acetilcisteína seguida de incubação com doxorrubicina   
 
A NAC é um precursor da L-cisteína e da glutationa reduzida. A NAC é uma fonte 
de grupos sulfidrilo nas células sendo também considerada um captador de espécies 
reativas de oxigénio, como radicais hidroxilo e peróxido de hidrogénio. A NAC é um potente 
antioxidante, pelo que para avaliar o possível efeito protetor da NAC na citotoxicidade da 
DOX e sabendo que o stress oxidativo pode apresentar um papel ativo na cardiotoxicidade 
da DOX (10), as células H9c2 diferenciadas foram pré-incubadas com NAC 1 mM antes de 
serem expostas à DOX 1 µM (78).  Após o processo de diferenciação ao longo de 7 dias, 
as células são pré-incubadas (30 minutos) com NAC 1 mM e posteriormente expostas a 
DOX 1 µM. Após as 48 horas de exposição, avaliou-se a citotoxicidade pelo teste de 
redução do MTT. Das concentrações testadas, selecionou-se a concentração de 1 µM, pois 
é uma das concentrações encontradas no plasma de doentes tratados com DOX (76).  
 
3.2.7. Testes de avaliação de citotoxicidade 
 
3.2.7.1. Ensaio da redução do MTT 
 
O ensaio da redução do MTT foi utilizado com o intuito de avaliar a citotoxicidade 
da DOX, do 5-FU, da CIC e das suas misturas em células H9c2 diferenciadas. Este ensaio 
baseia-se na capacidade de enzimas, principalmente desidrogenases mitocondriais 
converterem o sal de tetrazólio solúvel, MTT, num precipitado insolúvel de cor azul, o 
formazano, sendo a concentração deste produto diretamente proporcional à sua 
absorvância a 550 nm (79). No fim da incubação, o meio de cultura é aspirado, sendo 
posteriormente adicionados 200 µL de meio aquecido (DMEM 1% FBS e AR 10 nM) e 20 
µL de solução MTT (concentração final 0,5 mg/mL) a cada poço. Após este procedimento, 
as placas são colocadas a 37 °C durante 4 horas. A reação é interrompida pela adição de 
200 µL de uma solução 10% de SDS e 0,01 M de ácido clorídrico para solubilizar o 
formazano. As placas são incubadas durante a noite a 37 °C. A absorvância é medida a 
550 nm num leitor de placas de 96 poços (PowerWaveX; Bio-Tek; Winooski, VT, EUA).  A 
média dos valores de absorvância das células controlo em cada experiência são definidos 
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como 100% e os resultados são expressos em percentagem relativamente à média dos 
valores das células controlo. 
 
3.2.7.2. Ensaio da incorporação do vermelho neutro  
 
O teste da incorporação do vermelho neutro baseia-se na capacidade de as células 
viáveis incorporarem este corante ao nível dos lisossomas, pelo que alterações a nível 
lisossomal resultam na redução da capacidade de incorporação do corante (80). Após o 
tempo de incubação definido, o meio de cultura foi removido, sendo substituído por 250 µL 
por poço da solução de meio de cultura aquecido com vermelho neutro (33 mg/mL de 
vermelho neutro em meio DMEM completo com 1% FBS e AR 10 nM). As placas foram 
incubadas a 37 °C protegidas da luz durante 3 horas. De seguida, o meio de cultura com 
vermelho neutro foi aspirado, sendo as células lavadas com 250 µL de solução salina 
tamponada de Hank com cálcio e magnésio aquecida. Após a remoção da solução salina 
dos poços, foram adicionados 200 µL por poço de solução de lise (50% etanol/1% ácido 
acético), de forma que as células libertem o corante incorporado no seu interior. As placas 
foram agitadas suavemente num agitador durante 15 minutos, à temperatura ambiente e 
protegidas da luz. A absorvância foi medida a 540 nm e a 690 nm no leitor de placas 
[Biotech Synergy HT (VT, EUA)]. Os resultados foram comparados com os poços controlo 
para os quais o valor médio dos poços de cada experiência foi definido como 100%.  
 
3.2.8. Análise estatística dos resultados 
 
Os resultados foram obtidos a partir de pelo menos quatro experiências 
independentes e estão apresentados como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 
feita segundo o teste não-paramétrico ANOVA (Kruskal-Wallis), seguido de um teste post-
hoc Dunn’s, quando os dados não apresentavam uma distribuição normal. Em alternativa 
foi utilizado o teste paramétrico one-way ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey’s, 
quando os dados apresentavam uma distribuição normal. Foi considerado estatisticamente 
significativo o valor de p<0,05. Toda a análise estatística foi feita recorrendo ao software 
GraphPad Prism 6 (EUA). 
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4. Resultados 
 
4.1.   Avaliação da citotoxicidade da doxorrubicina em células H9c2 
diferenciadas 
 
4.1.1.  A doxorrubicina causa toxicidade de forma dependente do 
tempo e da concentração em células H9c2 diferenciadas segundo o 
teste de redução do MTT 
 
A capacidade da DOX de alterar a redução do MTT foi avaliada às 24 (figura 4A) 
ou 48 horas (figura 4B) de exposição com diferentes concentrações do fármaco (0-5 µM). 
A DOX causou citotoxicidade significativa em todas as concentrações testadas e tempos 
de exposição, relativamente às células do controlo. Porém, às 48 horas (figura 4B) pode-
se observar que a citotoxicidade causada pela DOX é ainda mais evidente nas 
concentrações de 1 (71,93±10,49%), 2,5 (68,10±7,89%) e 5 µM (67,95±8,01%), quando 
comparado ao controlo (100±4,78%). Em suma, a DOX causa citotoxicidade dependente 
da dose e do tempo de exposição em células H9c2 diferenciadas.  
 
 
 
 
Figura 4: Redução do MTT em células H9c2 diferenciadas incubadas com diferentes concentrações 
de DOX (0-5 µM) durante 24 (A) ou 48 horas (B). Os valores encontram-se em percentagem da 
média dos valores das células controlo e estão expressos como média e desvio padrão de 4-6 
experiências independentes (24-36 poços). A análise estatística foi feita de acordo com o teste 
ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey (****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01 versus controlo; 
####p<0,0001 versus 0,13 µM; ++++p<0,0001, ++p<0,01, +p<0,05 versus 0,2 µM; $$$$p<0,0001, $$ 
p<0,01, $ p<0,05 versus 0,5 µM; &p<0,05 versus 1 µM). 
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4.1.2. A doxorrubicina leva a toxicidade nas células H9c2 diferenciadas 
de acordo com o teste de incorporação do vermelho neutro 
 
A incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas foi avaliada após 
24 (figura 5A) ou 48 horas (figura 5B) de exposição a diferentes concentrações de DOX (0-
5 µM). Às 24 horas (figura 5A), apenas as concentrações mais altas de DOX 1 
(84,38±10,04%), 2,5 (62,91±10,87%) e 5 µM (61,90±11,67%) causaram diminuição 
significativa da incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas 
relativamente às células controlo (100±6,45%). Ás 48 horas (figura 5B), a DOX provocou 
citotoxicidade não só nas concentrações referidas às 24 horas, como também na 
concentração de 0,5 µM (93,70±7,75%). É de realçar que às 48 horas de exposição, há 
uma maior diminuição da percentagem de incorporação do corante nas concentrações de 
1; 2,5 e 5 µM para 39,89±9,33%; 39,63±4,31% e 37,57±4,40%, respetivamente, 
comparando com o controlo (100±5,73%) e com as mesmas concentrações às 24 horas. 
Tal como se verificou no teste de redução do MTT, a diminuição da capacidade de 
incorporação do vermelho neutro pelas células utilizada está relacionada diretamente com 
o tempo de exposição e com a concentração de DOX testada.  
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas incubadas com 
diferentes concentrações de DOX (0-5 µM) durante 24 (A) ou 48 horas (B). Os valores encontram-
se em percentagem da média dos valores das células controlo e estão expressos como média e 
desvio padrão de 4-6 experiências independentes (24-36 poços). A análise estatística foi feita de 
acordo com o teste Kruskal-Wallis, seguindo-se o teste post-hoc Dunn`s em (A) e de acordo com o 
teste ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey em (B) (****p<0,0001, ***p<0,001 versus controlo; 
####
p<0,0001, 
##
p<0,01 versus 0,13 µM;
++++
p<0,0001,
++
p<0,01 versus 0,2 µM; 
$$$$
p<0,0001,
 $$ 
p<0,01 
versus 0,5 µM; 
&
p<0,05 versus 1 µM). 
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4.1.3. A pré-incubação com N-acetilcisteína aumenta a citotoxicidade 
da doxorrubicina em células H9c2 diferenciadas 
 
De forma a avaliar o potencial efeito da NAC na citotoxicidade da DOX foi realizado 
o teste de redução do MTT. As células H9c2 diferenciadas foram pré-incubadas com NAC 
1 mM e posteriormente foram expostas a DOX 1 µM durante 48 horas. As células quando 
incubadas apenas com DOX 1 µM apresentaram uma percentagem de redução do MTT 
de 83,21±2,83%, enquanto que quando pré-incubadas com NAC 1 mM os níveis de 
redução do MTT baixaram para 65,08±6,59%, relativamente ao controlo (100,5±3,56%). A 
NAC isoladamente (101,1±4,67%) não alterou significativamente a capacidade de redução 
do MTT em comparação com o controlo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Redução do MTT em células H9c2 diferenciadas incubadas com DOX 1 µM e NAC 1 mM 
após 48 horas de exposição. Os valores encontram-se em percentagem da média dos valores das 
células controlo e estão expressos como média e desvio padrão de 4 experiências independentes 
(24 poços). A análise estatística foi feita de acordo com o teste ANOVA, seguindo-se o teste post-
hoc Tukey (****p<0,0001 versus controlo; ####p<0,0001 versus DOX 1 µM, $$$$p<0,0001 versus DOX 
1 µM + NAC). 
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4.2. Avaliação da citotoxicidade do 5-fluorouracilo em células H9c2 
diferenciadas 
 
4.2.1. O 5-fluorouracilo leva a toxicidade de forma dependente do 
tempo e da concentração, mas apenas nas concentrações mais 
elevadas de acordo com o teste de redução do MTT 
 
A capacidade de redução do MTT pelas células H9c2 diferenciadas foi avaliada 
após 24 ou 48 horas de exposição a diferentes concentrações (0-5 µM) de 5-FU. Ás 24 
horas (figura 7A) de exposição, apenas a concentração de 5 µM diminuiu significativamente 
a capacidade de redução do MTT para 94,88±4,17% comparativamente ao controlo 
(100±4,43%). A citotoxicidade do 5-FU aumentou após 48 horas (figura 7B) de exposição, 
uma vez que se verificou uma diminuição significativa da capacidade de redução do MTT 
pelas células H9c2 diferenciadas não só na concentração de 5 µM (89,52±5,38%), como 
também nas concentrações de 0,5; 1 e 2,5 µM, com percentagens de redução do MTT de 
93,89±5,19%; 95,00±6,51% e 91,69±5,43%, respetivamente, em relação ao controlo 
(100±3,99%). 
 
 
Figura 7: Redução do MTT em células H9c2 diferenciadas incubadas com diferentes concentrações 
de 5-FU (0-5 µM) às 24 (A) ou 48 horas (B). Os valores encontram-se em percentagem da média 
dos valores das células controlo e estão expressos como média e desvio padrão de 4 experiências 
independentes (24 poços). A análise estatística foi feita de acordo com o teste Kruskal-Wallis, 
seguindo-se o teste post-hoc Dunn´s (****p<0,0001, **p<0,01 versus controlo; ####p<0,0001, 
###p<0,001 versus 0,13µM; ++++p<0,0001, +++p<0,001, +p<0,05 versus 0,2 µM; $$p<0,01 versus 0,5 
µM; &p<0,05 versus 1 µM). 
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4.2.2. O 5-fluorouracilo altera a capacidade de incorporação do 
vermelho neutro das células H9c2 diferenciadas 
 
A capacidade de incorporação do vermelho neutro pelas células H9c2 diferenciadas 
foi avaliada após 24 (figura 8A) ou 48 horas (figura 8B) de exposição com diferentes 
concentrações (0-5 µM) de 5-FU. Após 24 horas de exposição (figura 8A), verificou-se uma 
diminuição significativa da capacidade de incorporação do vermelho neutro pelas células 
H9c2 diferenciadas tratadas com 5-FU nas concentrações de 1; 2,5 e 5 µM de 5-FU com 
uma percentagem de 94,82±7,38%; 95,17±6,19% e 91,19±7,05%, respetivamente, quando 
comparadas com o controlo (100±4,99%). Às 48 horas de exposição (figura 8B), o 5-FU 
demonstrou causar citotoxicidade significativa apenas na concentração de 5 µM 
(93,42±6,62%) quando comparado com os valores das células controlo (100±4,63%).  
 
 
 
Figura 8: Incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas com diferentes 
concentrações de 5-FU (0-5 µM) às 24 (A) ou às 48 horas (B). Os valores encontram-se em 
percentagem da média dos valores das células controlo e estão expressos como média e desvio 
padrão de 4-6 experiências independentes (24-36 poços). A análise estatística foi feita de acordo 
com o teste ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey (****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01 versus 
controlo; ####p<0,0001 versus 0,13 µM; ++++p<0,0001 versus 0,2 µM; $$$$p<0,0001, $$ p<0,01 versus 
0,5 µM; &p<0,05 versus 1 µM).  
 
4.2.3. Nas concentrações mais elevadas testadas, o 5-fluorouracilo 
causa um maior aumento da citotoxicidade  
 
A capacidade de redução do MTT (figura 9A), bem como a capacidade de 
incorporação do vermelho neutro (figura 9B) pelas células H9c2 diferenciadas foram 
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avaliadas após 48 horas de exposição a concentrações mais elevadas (10-50 µM) de 5-
FU. Verificou-se que estas concentrações de 5-FU alteravam significativamente quer a 
capacidade de redução do MTT, quer de incorporação do vermelho neutro pelas células 
H9c2 diferenciadas, quando comparado com o controlo. Relativamente ao teste de redução 
do MTT, as percentagens de redução do MTT foram de 72,05±6,13%, 73,81±6,60% e 
76,58±6,10% para as concentrações de 5-FU de 10, 25 e 50 µM, respetivamente, 
comparando com o controlo (100±5,18%). Quanto ao teste de incorporação do vermelho 
neutro, as percentagens de incorporação do corante nas concentrações de 10, 25 e 50 µM 
foram de 86,78±13,94%, 87,03±8,67 e 71,14±6,44%, respetivamente, comparando com o 
controlo (100±8,02%).  
 
 
 
 
Figura 9: Redução do MTT (A) e incorporação do vermelho neutro (B) em células H9c2 
diferenciadas incubadas com diferentes concentrações (10-50µM) de 5-FU após 48 horas de 
exposição. Os valores encontram-se em percentagem da média dos valores das células controlo e 
estão expressos como média e desvio padrão de 4-6 experiências independentes (24-36 poços). A 
análise estatística foi feita de acordo com o teste ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey 
(****p<0,0001, **p<0,01, *p<0,05 versus controlo; @@@p<0,001, @p<0,05 versus 10 µM; ££p<0,01 
versus 25 µM). 
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4.3. Avaliação da citotoxicidade da ciclofosfamida em células H9c2 
diferenciadas 
 
4.3.1. A ciclofosfamida causa toxicidade significativa em células H9c2 
diferenciadas com o aumento do tempo de exposição segundo o teste 
de redução do MTT 
 
O teste de redução do MTT foi realizado após 24 (figura 10A) ou 48 horas (figura 
10B) de incubação de forma a avaliar a citotoxicidade de diferentes concentrações (0-5 
µM) de CIC. Às 24 horas de exposição (figura 10A), verificou-se que a CIC interfere na 
capacidade de redução do MTT apenas na concentração de 1 µM (94,94±4,58%), em 
comparação com o controlo (100±4,97%). Após 48 horas (figura 10B) de exposição, a CIC 
demonstrou causar uma diminuição significativa da capacidade de redução do MTT pelas 
células H9c2 diferenciadas não apenas na concentração de 1 µM, como também nas 
concentrações de 0,13; 0,2 e 5 µM, comparativamente ao controlo. 
 
 
 
Figura 10: Redução do MTT em células H9c2 diferenciadas incubadas com diferentes 
concentrações de CIC (0-5 µM) às 24 (A) ou às 48 horas (B). Os valores encontram-se em 
percentagem da média dos valores das células controlo e estão expressos como média e desvio 
padrão de 4-5 experiências independentes (24-30 poços). A análise estatística foi feita de acordo 
com o teste Kruskall-Wallis, seguindo-se o teste post-hoc Dunn´s (****p<0,0001, *p<0,05 versus 
controlo; ####p<0,0001, ## p<0,01 versus 0,13 µM; ++++p<0,0001, ++p<0,01 versus 0,2 µM; $ p<0,05 
versus 0,5 µM). 
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4.3.2. A ciclofosfamida não causou citotoxicidade de acordo com o 
teste de incorporação do vermelho neutro nas concentrações mais 
baixas testadas 
 
A citotoxicidade da CIC foi avaliada pelo teste de incorporação do vermelho neutro 
após 24 (figura 11A) ou 48 horas (figura 11B) de incubação com diferentes concentrações 
(0-5 µM) do fármaco em células H9c2 diferenciadas. De acordo com este teste, a CIC não 
causou citotoxicidade no modelo celular utilizado em nenhuma concentração ou tempo de 
exposição testado em comparação com as células controlo. No entanto, às 24 horas (figura 
11A) de incubação, verificou-se diferenças nos níveis de incorporação do vermelho neutro, 
mas entre concentrações, nomeadamente entre a concentração de 0,13 (102,4 ± 8,67%) 
e 1 µM (95,71 ± 6,82%) e a concentração de 1 (95,71 ± 6,82%) e 5 µM (102,4 ± 5,05%).   
 
 
 
 
Figura 11: Incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas incubadas com 
diferentes concentrações de CIC (0-5 µM) às 24 (A) ou 48 horas (B). Os valores encontram-se em 
percentagem da média dos valores das células controlo e estão expressos como média e desvio 
padrão de 4-6 experiências independentes (24-36 poços). A análise estatística foi feita de acordo 
com o teste ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey em (A), e de acordo com o teste Kruskall-
Wallis, seguindo-se o post-hoc Dunn´s em (B) (## p<0,01 versus 0,13 µM; &p<0,05 versus 1 µM). 
 
4.3.3. A ciclofosfamida nas concentrações mais elevadas testadas 
apenas causa citotoxicidade nas células H9c2 diferenciadas no teste 
redução do MTT  
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A capacidade de redução do MTT (figura 12A) bem como a capacidade de 
incorporação do vermelho neutro (figura 12B) pelas células H9c2 diferenciadas foram 
avaliadas após 48 horas de exposição a concentrações mais elevadas (10-50 µM) de CIC. 
No teste de redução do MTT (figura 12A), verificou-se que todas as concentrações de CIC 
testadas causaram uma diminuição significativa na redução do MTT em comparação com 
o controlo. Sendo as percentagens de redução do MTT de 87,89±4,60%, 91,43±6,56% e 
93,71±7,47% relativas às concentrações de CIC de 10, 25 e 50 µM, respetivamente.  
Contrariamente, a CIC não causou citotoxicidade em nenhuma das concentrações testadas 
no teste de incorporação do vermelho neutro (figura 12B) em relação ao controlo.  
 
 
 
Figura 12: Redução do MTT (A) e incorporação do vermelho neutro (B) em células H9c2 
diferenciadas incubadas com diferentes concentrações (10-50 µM) de CIC durante 48 horas. Os 
valores encontram-se em percentagem da média dos valores das células controlo e estão expressos 
como média e desvio padrão de 5 experiências independentes (30 poços). A análise estatística foi 
feita de acordo com o teste Kruskall-Wallis, seguindo-se o post-hoc Dunn´s (A) e de acordo com o 
teste ANOVA, seguindo-se o teste post-hoc Tukey (B) (****p<0,0001, *p<0,05 versus controlo; 
@p<0,05 versus 10 µM; £p<0,05 versus 25 µM). 
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4.4. Avaliação da toxicidade de diferentes misturas de doxorrubicina, 
5-fluorouracilo e ciclofosfamida em células H9c2 diferenciadas 
 
4.4.1. A mistura de doxorrubicina, 5-fluorouracilo e ciclofosfamida 
causa diminuição da redução do MTT bem como redução da 
incorporação do vermelho neutro na concentração de 0,2 µM em 
células H9c2 diferenciadas quando comparada com os fármacos 
isoladamente 
 
A capacidade de redução do MTT (figura 13A) bem como a capacidade de 
incorporação do vermelho neutro (figura 13B) foram avaliadas após 48 horas de exposição 
das células H9c2 diferenciadas à mistura CAF na concentração de 0,2 µM (de cada 
fármaco). A mistura CAF causou diminuição da capacidade de redução do MTT 
(84,21±4,72%) e da incorporação do vermelho neutro (92,90±6,52%), comparando com os 
controlos, 100±4,50% e 100±5,22%, respetivamente. No teste de redução do MTT pode 
verificar-se que a associação de DOX+5-FU e a associação de DOX+CIC provocam 
também uma alteração significativa da capacidade de redução do MTT com percentagens 
de 86,48±4,86% e 87,53±7,65%, respetivamente, comparando com o controlo 
(100±4,50%). De acordo com este teste podemos verificar que a CAF causa maior 
toxicidade que 5-FU+CIC, a DOX, o 5-FU e a CIC. No teste de incorporação do vermelho 
neutro, verificou-se que a CAF causa uma maior citotoxicidade em comparação com a 
mistura DOX+CIC, não havendo diferenças em relação às outras condições testadas.  
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Figura 13: Redução do MTT (A) e incorporação do vermelho neutro (B) em células H9c2 
diferenciadas incubadas com a mistura CAF e outras combinações na concentração de 0,2 µM após 
48 horas de exposição. Os valores encontram-se em percentagem da média dos valores das células 
controlo e estão expressos como média e desvio padrão de 4-5 experiências independentes (24-30 
poços). A análise estatística foi feita de acordo com o teste Kruskall-Wallis, seguindo-se o post-hoc 
Dunn´s (****p<0,0001, *p<0,05 versus controlo; $$$$p<0,0001, $$$p<0,001, $$p<0,01 versus CAF; 
€€€€p<0,0001, €€p<0,01, €p<0,05 versus DOX+5-FU; ####p<0,0001, #p<0,05 versus DOX+CIC). 
 
4.4.2. A mistura de doxorrubicina, 5-fluorouracilo e ciclofosfamida 
causa citotoxicidade na concentração de 1 e 5 µM nas células H9c2 
diferenciadas segundo o teste de redução do MTT 
 
A capacidade de redução do MTT foi avaliada após 48 horas de exposição das 
células H9c2 diferenciadas às concentrações de 1 (figura 14A) e 5 µM (figura 14B) da 
mistura CAF. De acordo com o teste realizado, verificou-se que a mistura CAF em ambas 
as concentrações de cada fármaco (1 e 5 µM) causava citotoxicidade de acordo com o 
teste de redução do MTT, com valores de 69,98±8,78% e 62,53±11,47%, respetivamente 
em comparação com os controlos respetivos (100±3,53%;100±5,57%). Relativamente à 
concentração de 1 µM, a combinação CAF causa significativamente mais citotoxicidade 
que 5-FU+CIC, o 5-FU e a CIC. Quanto à concentração de 5 µM, verificamos que a CAF 
causa maior citotoxicidade que 5-FU+CIC, o 5-FU e a CIC isoladamente. Não houve 
diferenças significativas entre a mistura CAF e qualquer mistura com DOX, ou DOX 
isoladamente em ambas as concentrações testadas. 
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Figura 14: Redução do MTT em células H9c2 diferenciadas incubadas com a mistura CAF e suas 
combinações na concentração de 1 µM (A) e 5 µM (B) após 48 horas de exposição. Os valores 
encontram-se em percentagem da média dos valores das células controlo e estão expressos como 
média e desvio padrão de 4-5 experiências independentes (24-30 poços). A análise estatística foi 
feita de acordo com o teste Kruskall-Wallis, seguindo-se o post-hoc Dunn´s (****p<0,0001, 
***p<0,001, **p<0,01 versus controlo; $$$$p<0,0001, $$$p<0,001, $$p<0,01, $p<0,05 versus CAF; 
€€€€p<0,0001, €€€p<0,001 versus DOX+5-FU; ####p<0,0001, ###p<0,001, ##p<0,01, #p<0,05 versus 
DOX+CIC; &&p<0,01, &p<0,05 versus 5-FU+CIC; ++++p<0,0001 versus DOX). 
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5. Discussão e conclusões 
5.1. Efeitos citotóxicos da doxorrubicina, do 5-fluorouracilo e da 
ciclofosfamida em células H9c2 diferenciadas 
 
5.1.1. Efeitos citotóxicos da doxorrubicina em células H9c2 
diferenciadas 
 
O teste de redução do MTT bem como o teste de incorporação do vermelho neutro 
são alguns dos testes de citotoxicidade mais utilizados em toxicologia (81) e foram usados 
nesta dissertação para avaliar a toxicidade da DOX em células H9c2 diferenciadas. Após 
o processo de diferenciação, as células foram incubadas com DOX numa gama de 
concentrações que variou entre 0 e 5 µM durante 24 ou 48 horas. De acordo com o teste 
de redução do MTT, todas as concentrações testadas de DOX causaram toxicidade nas 
células H9c2 diferenciadas, o que, no entanto, não se verificou no teste de incorporação 
do vermelho neutro. Neste último, as concentrações mais baixas (0,13 e 0,2 µM) não 
causaram citotoxicidade em células H9c2 diferenciadas após 24 ou 48 horas de exposição. 
Contudo, às 48 horas de exposição e nas concentrações mais elevadas, a citotoxicidade 
observada foi maior neste teste que no teste de redução do MTT. Em ambos os testes, 
verificou-se que a DOX causa toxicidade dependente da concentração e do tempo de 
exposição. A mitoxantrona é uma molécula com estrutura semelhante à DOX (mas não 
uma antraciclina) e causa sinais clínicos de cardiotoxicidade semelhantes à DOX em 
humanos. A citotoxicidade observada em células H9c2 diferenciadas após incubação com 
a mitoxantrona é também maior no teste de incorporação do vermelho neutro do que no 
teste de redução do MTT em tempos de incubação semelhantes. Este efeito foi atribuído à 
ativação de processos autofágicos (82). Desta forma, a DOX pode também causar 
citotoxicidade envolvendo autofagia, pois o teste de incorporação do vermelho neutro 
demonstrou ser mais sensível para avaliar a citotoxicidade da DOX relativamente ao 
modelo celular que utilizamos neste trabalho pelo menos, nas concentrações mais 
elevadas.  
No trabalho de Green e Leeuwenburgh (83), os autores testaram uma gama de 
concentrações de DOX que variava entre 0,1 e 10 µM utilizando como modelo celular as 
células H9c2 não diferenciadas. A citotoxicidade foi avaliada pelo teste de redução do MTT, 
após 20 horas de exposição à DOX. Nesse trabalho, as concentrações de 0,1; 1 e 10 µM 
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causaram citotoxicidade significativa e dependente da concentração (83), tal como se 
verifica no trabalho aqui apresentado.  
Youn e colaboradores (84) realizaram um estudo no qual expuseram células H9c2 
não diferenciadas a uma gama de concentrações entre 0,5 e 2 µM, durante 4 dias e fizeram 
a avaliação da citotoxicidade pelo teste de redução do MTT. De acordo com este estudo, 
a toxicidade causada pela DOX foi dependente da concentração e do tempo de exposição.  
Além disso, até ao 3º dia de exposição a DOX 0,5 µM não causou citotoxicidade de acordo 
com o teste de redução do MTT. No entanto e comparando com o nosso trabalho, 
verificamos que em ambos os trabalhos a DOX causa toxicidade dependente da 
concentração e do tempo de incubação, mas com algumas diferenças em relação aos 
valores de toxicidade obtidos. Como mencionado anteriormente, no trabalho de Youn a 
DOX 0,5 µM não causou citotoxicidade nas células H9c2 quando estas foram expostas 
durante 72 horas ao fármaco, enquanto que nosso trabalho, verificou-se citotoxicidade 
significativa nas células H9c2 diferenciadas quando expostas a DOX 0,5 µM durante 24 ou 
48 horas, de acordo com teste de redução do MTT. Relativamente ainda ao estudo acima 
referido, os autores verificaram valores de redução do MTT de 68 e 54% em comparação 
com o controlo às 24 e 48 horas de exposição, respetivamente, quando as células H9c2 
não diferenciadas foram expostas a DOX 1 µM. Os valores de percentagens de redução 
do MTT observados pelos autores são bastante diferentes dos valores obtidos no nosso 
trabalho, em que a DOX 1 µM apresentou valores de redução do MTT de 97,07±4,86% e 
71,93±10,40% às 24 e 48 horas de exposição, respetivamente, quando comparado com os 
respetivos controlos (100±4,37% e 100±4,78%) em células H9c2 diferenciadas. De facto, 
as próprias características do teste de citotoxicidade terão de ser tidas em linha de conta 
para as interpretações dadas aos resultados, visto que os resultados são calculados em 
relação à média dos valores das células controlo que são muito superiores nas células não 
diferenciadas que se encontram em divisão durante o estudo. Além disso, as células não 
diferenciadas têm maior capacidade proliferativa o que pode sugerir uma maior toxicidade 
da DOX, que interfere na divisão celular (85). Por outro lado, a toxicidade causada pela 
DOX em células H9c2 pode ainda ser influenciada pelo estado de diferenciação das 
células. Num estudo de Branco e colaboradores (85), no qual foi avaliada a toxicidade da 
DOX em células H9c2 em diferentes estados de diferenciação (células H9c2 não 
diferenciadas; células H9c2 diferenciadas com FBS 1% e com ou sem AR), os autores 
verificaram que as células H9c2 diferenciadas com FBS 1% e AR eram mais sensíveis 
quando incubadas 48 horas com  DOX 0,5 µM do que as células não diferenciadas (85). 
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 De que tenhamos conhecimento, não existem estudos na literatura disponíveis 
realizados com o teste de incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas 
incubadas com DOX. No entanto, num estudo efetuado com 5 linhas celulares, das quais 
células humanas normais (melanócitos, queratinócitos e fibroblastos) e tumorais 
(hepatoma e melanoma), foi avaliada a toxicidade da DOX pelo teste de incorporação do 
vermelho neutro, avaliando a concentração tóxica 50 (CT50), após 24 ou 48 horas de 
exposição (86). Os autores verificaram que a DOX causava maior toxicidade às 48 horas 
em todas as linhas celulares testadas, pois após 24 horas de exposição os valores de CT50 
eram 10 a 20 vezes superiores. Além disso, a DOX causava citotoxicidade dependente da 
concentração, corroborando os nossos resultados. Neste estudo, os autores 
demonstraram ainda que as células tumorais eram mais sensíveis à DOX do que as células 
normais. Efetivamente, as concentrações que causaram 50% de toxicidade nas células 
tumorais foram 0,75 µM (células de hepatoma); 0,7 µM (células de melanoma), enquanto 
que para as células normais as concentrações foram de 2,5 µM µM (fibroblastos), 1,5 µM 
(queratinócitos) e 3,25 µM (melanócitos), após 48 horas de exposição (86). Estes 
resultados eram expectáveis, uma vez que, células com uma elevada taxa proliferativa 
(como é o caso das células tumorais), têm maior suscetibilidade a fármacos 
anticancerígenos, nomeadamente à DOX, pois esta exerce a sua atividade farmacológica 
interferindo no ciclo celular (52).  
Em resumo, a DOX causa citotoxicidade dependente do tempo e da concentração 
nas células H9c2 diferenciadas. O teste de incorporação do vermelho neutro demonstrou 
ser o mais sensível, relativamente à avaliação da citotoxicidade da DOX, pelo que os 
mecanismos envolvidos terão que ser mais aprofundados no futuro.   
 
5.1.1.1. Avaliação do efeito da N-acetilcisteína na citotoxicidade da 
doxorrubicina 
 
 A NAC é um derivado acetilado do aminoácido cisteína e é convertida no 
organismo em metabolitos capazes de estimular a síntese de glutationa, o maior 
antioxidante intracelular. A NAC atua ainda diretamente como captador de espécies 
reativas (87). Sabendo que o stress oxidativo pode apresentar um papel ativo na 
cardiotoxicidade da DOX (10), avaliou-se o efeito da NAC na citotoxicidade causada pela 
DOX. Assim, foi selecionada a concentração de 1 mM de NAC, uma vez que é uma 
concentração não citotóxica em células H9c2 (57, 88). No nosso trabalho, as células H9c2 
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diferenciadas foram pré-incubadas com NAC (1 mM) e posteriormente expostas a DOX 1 
µM, verificando-se um aumento da citotoxicidade quando esta foi comparada com as 
células incubadas apenas com DOX 1 µM. As células incubadas com DOX 1 µM 
apresentaram uma percentagem de redução do MTT de 83,21±2,83%, enquanto que 
quando pré-incubadas com NAC 1 mM e posteriormente expostas a DOX 1 µM os níveis 
de redução do MTT baixaram para 65,08±6,59%. Aparentemente, estamos perante um 
fenómeno de precondicionamento, pois a DOX isoladamente pode ter causado, numa fase 
inicial, um pequeno stress nas células H9c2 diferenciadas fazendo com que estas 
desenvolvessem um tipo de proteção para lesões subsequentes. No entanto, na presença 
de NAC, possivelmente o dano inicial da DOX não aconteceu, pelo que as células não 
ativaram essa resposta protetora. Daí que a pré-incubação com NAC levasse a um 
aumento de citotoxicidade relativamente à incubação com DOX isoladamente. No entanto 
e de acordo com a literatura, já foram reportados efeitos benéficos da NAC relativamente 
à citotoxicidade causada pela DOX (87), o que não acontece neste trabalho. De facto, o 
efeito da NAC nas concentrações de 1; 2,5 e 5 µM em astrócitos de rato incubados com 
DOX 10 mg/ml durante 24 horas foi avaliado através do teste de redução do MTT (89). 
Verificou-se que a NAC em todas as concentrações testadas inibia significativamente a 
citotoxicidade causada pela DOX, sendo que para a concentração de NAC 5 µM o efeito 
protetor era máximo, pois a percentagem de redução do MTT aumentou de 52,5% com 
DOX isoladamente para 85,3%, na presença de NAC (89). 
 
5.1.2. Efeitos citotóxicos do 5-fluorouracilo em células H9c2 
diferenciadas 
 
As células H9c2 diferenciadas foram incubadas com 5-FU numa gama de 
concentrações entre 0 e 5 µM durante 24 ou 48 horas ou então incubadas com 10, 25 e 50 
µM durante 48 horas. Na gama de concentrações mais baixa e de acordo com o teste de 
redução do MTT, verificou-se que apenas as concentrações de 0,13 e 0,2 µM não 
causaram alteração significativa da redução do MTT. Relativamente ao teste de 
incorporação do vermelho neutro, apenas as concentrações superiores a 1 µM (inclusive) 
causaram diminuição significativa da incorporação do vermelho neutro em células H9c2 
diferenciadas. Nas concentrações mais elevadas testadas (10, 25 e 50 µM), houve 
citotoxicidade significativa em todas as concentrações e de forma mais exacerbada do que 
na gama de concentrações mais baixas testadas (0-5 µM).  
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Lamberti e colaboradores (90) avaliaram os efeitos de concentrações crescentes 
de 5-FU em células H9c2 não diferenciadas e células HT-29 de adenocarcinoma do colon 
humano. Para tal, os autores expuseram as células durante 24, 48 e 72 horas a 
concentrações de 5-FU entre 2-1250 µM, utilizando como teste de avaliação de 
citotoxicidade o teste de redução do MTT. De acordo com os autores, a toxicidade do 5-
FU em ambas as linhas celulares foi dependente da concentração e do tempo de 
exposição. A CT-50 do 5-FU nas células de adenocarcinoma do colon humano e H9c2 
após 72 horas de exposição foram 2 e 43 µM, respetivamente (90). Comparando os 
resultados do estudo acima referido com o nosso trabalho e relativamente às 
concentrações mais baixas de 5-FU (0-5 µM) testadas, verificamos que tal como no estudo 
de Lamberti, o 5-FU causa toxicidade de forma dependente do tempo e da concentração. 
Por outro lado, Lamberti et al. mostraram que a CT50 nas células H9c2 não diferenciadas 
após 72 horas de exposição era de 43 µM de 5-FU, enquanto e de acordo com os nossos 
resultados, verificamos que as células H9c2 diferenciadas quando expostas à 
concentração de 50 µM após 48 horas apresentavam uma diminuição significativa da 
redução do MTT (76,58±6,10%). Ainda que a concentração e tempo não sejam exatamente 
idênticos, verifica-se que a concentração de 50 µM é bastante próxima da concentração 
de 43 µM de 5-FU, sendo esta indicada pelos autores como a concentração de fármaco 
responsável pela CT50 das células após 72 horas de exposição. Desta forma, a 
diferenciação celular não parece aumentar a sensibilidade para a citotoxicidade do 5-FU. 
De que tenhamos conhecimento, não existem estudos publicados com o teste de 
incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas incubadas com 5-FU. No 
entanto, no estudo de Borenfruen e colaboradores (86) foi avaliada a toxicidade do 5-FU 
em outras linhas celulares (melanócitos, queratinócitos, fibroblastos, células de melanoma 
e de hepatoma) após 24 ou 48 horas de exposição, através do teste de incorporação do 
vermelho neutro. Segundo os autores as linhas celulares tumorais (melanoma e hepatoma) 
são mais sensíveis do que as linhas celulares normais ao efeito tóxico do 5-FU. Às 48 
horas de exposição o 5-FU causou citotoxicidade moderada nas células normais em 
concentrações superiores a 1 mM, enquanto que as CT50 foram de 50 e 260 µM nas 
células de melanoma e hepatoma, respetivamente (86).  
Em suma, os nossos resultados parecem demonstrar que o teste de redução do 
MTT é aparentemente mais sensível para detetar a citotoxicidade do 5-FU e são 
necessárias concentrações substancialmente superiores às da DOX para causar 
citotoxicidade semelhante nas células H9c2 diferenciadas. 
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5.1.3. Efeitos citotóxicos da ciclofosfamida em células H9c2 
diferenciadas 
 
De forma a avaliar os efeitos tóxicos da CIC em células H9c2 diferenciadas foram 
realizados os testes de redução do MTT e o de incorporação do vermelho neutro. Tal como 
no caso da DOX e do 5-FU, as células foram submetidas a um processo de diferenciação 
e posteriormente incubadas com concentrações de CIC entre 0-5 µM durante 24 ou 48 
horas, bem como com concentrações mais elevadas de CIC de 10, 25 e 50 µM apenas 
durante 48 horas. Relativamente ao teste de redução do MTT, verificou-se que a CIC 
causava toxicidade nas concentrações de 0,13; 0,2; 1 e 5 µM, sendo esta alteração na 
capacidade de redução do MTT dependente do tempo de exposição ao fármaco. 
Efetivamente, a concentração de 0,13 µM de CIC apresentou uma percentagem de 
redução do MTT de 92,63±3,98%; a de 0,2 µM de 93,98±3,91%; a concentração de 1 µM 
de 96,80±3,56% e por fim a concentração de 5 µM de 96,96±3,88%. Quanto às células 
H9c2 diferenciadas expostas 48 horas a concentrações mais elevadas de CIC, 
nomeadamente 10, 25 e 50 µM, verificou-se que estas concentrações também causavam 
citotoxicidade quando esta foi avaliada pelo teste de redução do MTT. Relativamente ao 
teste de incorporação do vermelho neutro, nenhuma concentração de CIC quer às 24 como 
ás 48 horas causou qualquer alteração na capacidade de incorporação do corante pelas 
células H9c2 diferenciadas em comparação com o controlo. Dessa forma, neste modelo 
celular e na gama de concentrações testadas, o teste de redução do MTT mostrou ser mais 
sensível para detetar a citotoxicidade causada pela CIC. No entanto, estes resultados 
contrariam os resultados obtidos por Nishikawa e seus colaboradores (57). Os autores 
expuseram células H9c2 não diferenciadas a 125, 250 ou 500 µM de CIC durante 24 ou 48 
horas e avaliaram a sua possível toxicidade através do teste de redução do MTT. Neste 
estudo nenhuma das concentrações de CIC testadas quer às 24 ou 48 horas causou 
alteração significativa da capacidade de redução do MTT nas células H9c2, o que sugere 
que a CIC por si só não causa citotoxicidade nesse modelo. De facto, os autores verificaram 
que nas células H9c2 não diferenciadas, a citotoxicidade ocorria na presença do metabolito 
da CIC, a acroleína, e não na presença da molécula mãe (57).  
De que tenhamos conhecimento, não existem estudos na literatura realizados com 
o teste de incorporação do vermelho neutro em células H9c2 diferenciadas incubadas com 
CIC. Porém, Naughton e colaboradores (91) tentaram avaliar a citotoxicidade da CIC num 
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modelo tridimensional de medula óssea recorrendo ao método de incorporação do 
vermelho neutro (91). No entanto, este método não foi, segundo os autores, o mais 
adequado para avaliar a toxicidade deste fármaco neste modelo (91).  
Em resumo, o teste de redução do MTT foi muito mais sensível para evidenciar a 
citotoxicidade causada pela CIC neste modelo celular, tal como acontece no 5-FU. Além 
disso, a CIC mostrou ser muito pouco tóxica neste modelo celular, quando comparada com 
os restantes fármacos testados. 
 
5.2. Efeitos citotóxicos da mistura de doxorrubicina, 5-fluorouracilo e 
ciclofosfamida em células H9c2 diferenciadas 
 
De forma a avaliar a toxicidade da mistura CAF nas concentrações de 0,2; 1 e 5 µM 
em células H9c2 diferenciadas, recorreu-se ao teste de redução do MTT e ao teste de 
incorporação do vermelho neutro. As células H9c2 tal como nas experiências com a DOX, 
5-FU e CIC foram diferenciadas antes de serem expostas à mistura CAF. A concentração 
de 0,2 µM de cada fármaco foi escolhida tendo em consideração as experiências anteriores 
com os compostos isolados, pois esta concentração de DOX, 5-FU e CIC não causava 
citotoxicidade quando avaliada pelo teste de incorporação do vermelho neutro.  
A mistura CAF na concentração de 0,2 µM de cada fármaco isoladamente e após 
48 horas de exposição causou citotoxicidade significativa, quer quando avaliada pelo teste 
de redução do MTT (84,21±4,72%) quer pelo teste de incorporação do vermelho neutro 
(92,90±6,52%) em comparação com as células controlo, 100,00±4,50% e 100,00±5,22%, 
respetivamente. Relativamente ao teste de redução do MTT podemos ainda verificar que 
a associação de DOX+5-FU (86,48±4,86%) e a associação de DOX+CIC (87,53±7,65%) 
também provocaram toxicidade significativa em células H9c2 diferenciadas, relativamente 
ao controlo (100,00±4,50%). Estes resultados podem sugerir que no caso desta 
combinação (CAF), a DOX é o fármaco anticancerígeno que mais contribuí para a 
toxicidade da mistura, pois a mistura 5-FU+CIC não causou qualquer citotoxicidade 
significativa. No que diz respeito ao teste de incorporação do vermelho neutro, apenas a 
mistura CAF causou citotoxicidade relevante em comparação com as células controlo. 
Quando as células H9c2 foram incubadas com a mistura CAF nas concentrações 
de 1 e 5 µM de cada fármaco, verificou-se que ambas causavam alteração significativa na 
redução do MTT em células H9c2 diferenciadas. Ambas as combinações CAF 1 e 5 µM 
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causaram mais citotoxicidade que 5-FU+CIC, o 5-FU e a CIC. Por outro lado, não se 
verificaram diferenças significativas na capacidade de redução do MTT entre a mistura CAF 
(1 e 5 µM) e qualquer mistura que contivesse DOX ou mesmo DOX isoladamente. Os 
resultados mais uma vez sugerem que a DOX poderá ser a maior responsável pelos efeitos 
tóxicos observados. No estudo de Dalley e colaboradores (67), um dos primeiros estudos 
em que a combinação CAF foi usada, os autores avaliaram a resposta e a toxicidade da 
CAF em 26 doentes com carcinoma da mama metastático. Relativamente aos efeitos 
tóxicos, os autores verificaram que a leucopenia foi a manifestação tóxica mais comum. A 
cardiotoxicidade ocorreu em um dos doentes tratados que havia recebido uma dose 
cumulativa superior a 450 mg/m2 de DOX (67). Este estudo parece corroborar os nossos 
resultados in vitro, em que a DOX é o fármaco que mais contribui para a toxicidade cardíaca 
da mistura CAF (67). Num estudo comparativo entre a combinação CAF e a combinação 
de docetaxel, DOX e CIC, cada combinação com 6 ciclos de tratamento e um seguimento 
de sensivelmente 5 anos, verificou-se que a insuficiência cardíaca moderada ou grave 
atingiu 0,1% dos doentes tratados em ambos os grupos, não se verificando que a presença 
de 5-FU tivesse contribuído para um aumento de cardiotoxicidade (71). Segundo Azim, 
regimes quimioterapêuticos combinados que não contenham antraciclinas, como por 
exemplo docetaxel 75 mg/m2 e CIC 600 mg/m2, não demonstram um aumento do risco de 
desenvolvimento de cardiotoxicidade quando comparado com regimes que contenham 
antraciclinas como é o caso da associação de DOX 60 mg/m2 e CIC 600 mg/m2, levando a 
crer que é a DOX a maior responsável pela cardiotoxicidade na clínica (71). De facto, são 
ainda reportadas elevadas taxas de insuficiência cardíaca após terapias adjuvantes padrão 
que contêm DOX (240 mg/m2) e CIC (70). 
De acordo com os estudos apresentados, a DOX parece ser o fármaco que mais 
contribui para a cardiotoxicidade da mistura CAF em estudos clínicos, tal como acontece 
neste trabalho, demonstrando que este modelo de misturas e modelo celular pode ser 
aliciante para determinar os mecanismos de toxicidade dos regimes quimioterapêuticos 
usuais. 
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5.3. Conclusões finais 
 
Baseado nos resultados apresentados nesta dissertação, as principais conclusões 
são: 
● A DOX causa citotoxicidade dependente do tempo e da concentração em células 
H9c2 diferenciadas, sendo que o teste de incorporação do vermelho neutro 
demonstrou ser mais sensível para demonstrar a toxicidade da DOX no modelo 
celular utilizado. 
● O 5-FU nas concentrações entre 0-5 µM causa toxicidade em células H9c2 
diferenciadas de forma dependente da concentração e do tempo de exposição, 
de acordo com o teste de redução do MTT. 
● A CIC causa citotoxicidade nas concentrações entre 0-5 µM de forma dependente 
do tempo, quando esta foi avaliada pelo teste de redução do MTT. No entanto, a 
CIC não causou qualquer citotoxicidade em nenhuma concentração e tempo de 
incubação testados quando o teste de incorporação do vermelho neutro foi 
realizado. 
● O teste de redução do MTT demonstrou ser o mais sensível para demonstrar a 
citotoxicidade do 5-FU e da CIC em células H9c2 diferenciadas. 
● A mistura CAF na concentração de 0,2 µM causa maior citotoxicidade quando 
comparada com os fármacos isoladamente e de acordo com o teste de redução 
do MTT.   
● A DOX é o composto anticancerígeno que mais contribui para a cardiotoxicidade 
da mistura CAF neste modelo celular.  
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